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A h/lana Jesus
Sin tu entusiasmo este trabajo jamas se hubiese concluido
... Toda persona entusiasta posee una receptividad cosmica, universal, una capacidad de asimilarlo todo, de orientarse en todas 
las direcciones y  de participât en todo con una vitalidad desbordante, y  ello ûniaimente por la mera voluptuosidad de la 
realizacion y la pasiôn de actuar. El entusiasta ignora los criterios, las perspectivas, el cdlculo; solo conoce el abandono, el 
suplicio y  la abnegaciôn. La alegria de la realizacion, la ebriedad de la eficacia son las caracterîsticas esendales de ese tipo 
humano, para el que la vida es un impulso que eleva a una altura en la que las juerzas de destrucciôn pierden vigor. Todos 
tenemos momentos de entusiasmo, pero demasiado raramente para que puedan definimos. Hablo de un entusiasmo a prueba 
de todo: el entusiasmo que no conoce en absoluto la derrota, pues no hace ningûn caso del objeto y goza de la iniciativa y  delà 
actividad como tal, el entusiasmo que se lanza a una acciôn no por haber meditado su sentido o su utûidad, sino porque no 
puede dejar de hacerlo. Sin serle obligatoriamente indiferentes, el éxito o el fracaso no estimulan n i disuaden nunca al 
entusiasta: él es la ultima persona del mundo que fracasa. La vida es mucho menas mediocre y  jragmentaria en su esencia de lo 
que suele pensarse: ino  es ésa la razon por la que no hacemos màs que venir a menos, perder la vivacidad de nuestros impulsas 
e imponemos formas, esderosândonos en detrimento de la productividad, del dinamismo interior? La pérdida de la fluidez 
vital destruye nuestra receptividad y nuestra aipacidad de adherirnos generosamente a la vida. Solo el entusiasta permanece 
vivo hasta la vejez: los demds, cuando no han nacido mortinatos -como la mayoria de la gente- mueren prematuramente. Nada 
mds raro que un verdadero entusiasta... ^Podrûimos imaginar un mundo en el que todos los seres humanos estuviesen 
enamorados de todo? Séria un mundo màs atractivo que la imagen misma del paraiso, puesto que el exceso de lo sublime y  de 
la generosidad supera toda vision edénica. Las capacidades del entusiasta para renacer constantemente le sitûan mds alla de 
las tentaciones demoniacas, del miedo a la nada y  del martirio de la agonia. Su vida ignora lo trâgico, pues el entusiasmo 
constituye la ûnica forma de existencia que es enteramente opaca al sentimiento de la muette. Incluso en la gracia - esa forma 
tan arcana al entusiasmo -, el desconocimiento, la indiferencia orgânica y  la ignoranda trradonal de la muerte tienen menos 
fuerza. Hay en la gracia mucho encanto melancolico, mientras que el entusiasmo carece totalmente de él. M i admiraciôn sin 
limites por los entusiastas proviene de mi incapacidad para comprender su existencia en un mundo donde la muerte, la nada, 
la tristeza y la desesperadôn componen un séquito siniestro. Que existan personas incapadtadas para la desesperadôn es algo 
que turba e impresiona.
E.M. Cioran
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L- Aminoécido aromatico descarboxilasa.
Luz.
Iluminaciôn constante.
“Llight entrainable oscillator”.
Monoamino oxidasa.
Hormona concentradora de los melanôforos.
Mitad de la fase oscura.
Melatonina.
Mitad de la fase luminosa.
Noradrenalina.
Normetanefrina
Nûcleo paraventricular hipotalémico.
Neuropéptido Y.
Nücleo supraquiasmàtico.
Receptor de leptina.
Significaciôn estadistica.
Feniletanolamina-A/-metiltransferasa.
Proteina kinasa C.
Pro-opiomelanocortina.
Prolactina.
Coeficiente de correlaciôn.
Sistema nervioso central.
Tiempo.
Tirosina hidroxilasa.
Tirosina.
Triptôfano hidroxilasa.
Volumen corpuscular medio.
Péptido intestinal vasoactivo.
Fase.
X5-HIAA
6-HT 
5-MT
5-MIAA
6-MTFOL
Periodo.
Acido 5-hidroxindol acético. 
5-hidroxitriptamina o serotonina. 
5-metoxitriptamina.
Acido 5-metoxindolacético.
5-metoxitriptofol.
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I. INTRODUCClÔN
1. LA TENCA: CARACTERISTICAS GENERALES DE LA ESPECIE.
La tenca, Tinca tinca (Linnaeus, 1758), es un teleôsteo perteneciente al Orden 
Cipriniformes, Familia Ciprinidae y Subfamilia Leuciscinae. Es una especie originaria de 
Europa que ha sido posteriormente introducida para su cultive y su pesca deportiva en 
cursos fluviales de otros continentes (Australia, Nueva Zelanda, Africa, Norteamérica, 
sudeste asiâtico y Brasil) (Lukovicz y Proske, 1979). Présenta una amplia distribuciôn 
habitando rios, lagos y estanques de Europa (a excepciôn de Escocia, Escandinavia 
central y septentrional, peninsula balcanica meridional y suroccidental y Côrcega) y de 
Asia centroccidental, desde el nivel del mar hasta 2.078 m en los Alpes y a 1.818 m en 
los Apeninos.
Su cuerpo es alargado y robuste y el pedünculo caudal corto y alto con una aleta 
caudal grande, le que le confiere una gran agilidad natatoria (Fotografla 1). La piel es 
mucosa con escamas cicloides muy pequehas. La coloraciôn varia desde verdosa a 
parda dependiendo del medio. AsI, el dorso y los fiances pueden ser pardo negruzcos, 
pardo verdosos o verdosos, con reflejos dorades sobre todo en los fiances. El vientre es 
amarillento o blanquecino, con posibles reflejos rosa, naranja o rojizo. Las aletas son de 
color pardo negruzco, pardo verdoso, pardo o, mas raramente, pardo con reflejos 
rosados. Se conocen variedades con librea amarillo dorada y manchas negras, librea 
grisâcea, y color habituai pero con manchas blancas. Sus aletas no presentan radios 
espinosos. La boca es pequena, terminal y protractil, con labiés gruesos que presentan 
un par de barbillones en sus comisuras. Los ojos son pequenos, con el iris rojizo o 
amarillento. Los épices de las aletas son redondeados. La aleta dorsal tiene entre 12 y 13 
radios (4 indivises y 3-9 divididos) y la anal entre 9 y 12 (3-4 indivises y 6-8 divididos). La 
tenca présenta un claro dimorfismo sexual, siendo las aletas pelvianas de los machos 
mas grandes que las de las hembras y con el primer radio tlpicamente engrosado y un 
"callo" caracteristico en el punto de inserciôn (Fotografla 2). A partir de los 2 anos, 
cuando los machos miden aproximadamente 12 cm, estas aletas ventrales llegan hasta el 
ano 0 le superan ligeramente.
En Europa Central la tenca alcanza la madurez sexual a los 2-3 anos en el caso de 
los machos y a los 2 ô 3-4 anos en el caso de las hembras, pero en Espaha las hembras 
pueden alcanzar la madurez al aho (Steffens, 1995). La reproducciôn en la tenca ocurre 
en aguas con abondante vegetaciôn y a temperaturas de 19-20°C, produciéndose en 
Espaha, de forma general, entre primavera y verano (finales de mayo-finales de julio) 
(Pinillos y cols., 2003), si bien depende de forma importante de la temperatura, 
pudiéndose prolongar en veranos frfos durante el mes de agosto. El limite superior de
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Fotografla 1. Individuo adulte de tenca {Tinca tinca).
temperatura para la freza es 29°C y el inferior 19-20°C (Steffens, 1995). Las hembras 
ponen unos 200.000 huevos por kilo de peso en varies desoves (en general hay 3 6 4 
puestas en cada estaciôn reproductora), espaciados unos de otros aproximadamente 2 
semanas, durante todo el période reproductive. El numéro de huevos depositados en 
cada estaciôn reproductora depende de varies factores entre los que cabe destacar la 
temperatura del agua (Morawska, 1981), asi como el tamaho, la edad y la tasa de 
crecimiento de las hembras (Kubù y Kouril, 1985). El tamaho de los huevos depende del 
tamaho de los progenitores (Brylihska y Dfugosz, 1978), aunque en general son 
pequehos (0,8-1 mm de diâmetro), verdosos y se depositan en grupos sobre plantas 
acuaticas o en el fondo del rio. Las larvas eclosionan al cabo de 2-8 dias y miden 4-5 
mm. La mortalidad en el primer aho en cultives extensivos es muy elevada (90%) debido 
a la gran depredaciôn a la que estan sometidos los huevos y las larvas (Horvath y cols., 
1984).
Fotografla 2. Dimorfismo sexual en la tenca. Aletas pelvianas de un macho (izquierda) y de una 
hembra (derecha) adultos. (Fotografla. M A. Lôpez Patiho).
En comparaciôn con otras especies de peces, la tenca tiene un crecimiento lento, 
tanto en libertad como en cultive (Von Lukowicz y cols., 1986). Las tasas de crecimiento 
varlan no solo dependiendo de la temperatura y la alimentaciôn, sino también del
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genotipo (Steffens, 1995). En general, en el primer verano, no llegan a los 10 g de peso, 
alcanzando entre 3 y 5 gramos; en el segundo verano suelen pesar 30-100 g, y entre 200 
y 400 g en el tercer verano (Steffens, 1995). Aunque excepcionalmente puede vivir hasta 
20 anos y alcanzar 3,5-4 Kg de peso y 70 cm de longitud, es una especie de tamaho 
medio que suele medir entre 25-30 cm y pesar entre 600 g y 2 Kg, y no suele vivir mâs de 
10 ahos.
Su habitat caracteristico son los fondos de estanques y charcas de agua dulce con 
fondos blandos y temperaturas estivales elevadas (por encima de los 19-20°C) y con 
vegetaciôn abondante, aunque también esta présente en algunos rios de curso lento, 
agregandose en pequehos grupos generalmente antes de la época de freza. Su dieta es 
omnivora, consistiendo sobre todo en algas macrôfitas, larvas de insectos acuaticos, 
pequehos gasterôpodos y moluscos bivalvos {Bithynia, Valvata y Pisidium). Al comienzo 
de la alimentaciôn exôgena (3-4 dias después de la eclosiôn, dependiendo de la 
temperatura) las larvas de tenca se nutren de protozoos y pequehos rotiferos {Brachionus 
calyciflorus y B. angularis) (Von Lukowicz y cols., 1986). Sin embargo, el uso de Artemia 
nauplii como primera fuente de alimente da buenos resultados en termines de tasas de 
crecimiento y supervivencia (Wolnicki y Gômy, 1995; Quirôs y Alvariho, 2000). 
Posteriormente se alimentan de rotiferos de mayor tamaho, como Asplanchna, y a las 2 
semanas de vida (1,1-1,2 cm), de pequehos cladôceros {Moina rectirostris y especies 
relacionadas). Al aumentar de tamaho, las tencas se alimentan de ostracodos, cladôceros 
y copépodos de mayor tamaho, asi como de acaros acuaticos y, especialmente, de larvas 
de quironômidos. Carece de estômago y la boca conecta directamente con el intestine, 
que représenta el 93,8% de la longitud esténdar (Adamek y cols., 2003).
La tenca se caracteriza por su alta resistencia a condiciones ambientales adverses, 
su elevada plasticidad ecolôgica y su notable resistencia frente a distintas enfermedades. 
Tiene una gran tolerancia a calidades del agua bajas y niveles de oxigeno muy escasos, 
siendo capaz de soportar periodos de hipoxia prolongados, especialmente a bajas 
temperaturas. Sin embargo, es una especie que muestra una alta sensibilidad al estrés, y 
en condiciones de cultivo controladas, a menudo deja de alimentarse como consecuencia 
de la introducciôn de perturbaciones exôgenas (Fleig y Gottschalk, 2001). En estas 
condiciones la tasa de crecimiento de la tenca es muy baja (Wolnicki y Myszkowski,
1998).
El sistema de cultivo conocido como "tradicional" ha sido practicado en 
Centroeuropa desde la Edad Media y en Espaha desde el siglo XVI. Consiste en la 
estabulaciôn de individuos de ambos sexos en charcas de poca profundidad y con
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vegetaciôn. Se obtiene asi una mezcia de individuos adultos y juveniles de varies 
tamahos que deben ser separados manualmente. Los adultos pueden ser utilizados para 
la venta, mientras que los juveniles son trasladados a otros estanques para continuar su 
crecimiento. Actualmente este sistema de cria aûn se practice en explotaciones 
ganaderas (charcas extensivas) en Extremadura (la provincia de Céceres es la mayor 
productora de tencas de Espaha) y de forma casi testimonial en Castilla y Leôn (Segovia 
y Salamanca). Las dos charcas mas famosas en Espaha, ubicadas en Casar de Céceres 
(Céceres) y Brozas (Céceres), y pertenecientes a la Mancomunidad de Municipios 
“Tajo-Salor”, no han cambiado su sistema de cria tradicional desde su construcciôn hace 
més de 3 siglos. La ûnica mejora que se ha introducido en el proceso consiste en 
trasiadar los alevines producidos en el aho desde las charcas de reproducciôn, que son 
més profundas y con abondante vegetaciôn, a charcas de menor profundidad y sin 
vegetaciôn. La pesca final se realiza a medida que las charcas se van secando, siendo 
este factor el que détermina la estacionalidad del mercado, con una talla comercial entre 
80-150 g, y tardando casi dos ahos en alcanzar este tamaho. La cria intensive de 
juveniles de tenca en condiciones ambientales controladas o semicontroladas puede ser 
una alternative importante a la producciôn tradicional de esta especie. Sin embargo, el 
lento crecimiento de las tencas alimentadas con pienso comercial détermina que los 
cultives intensives aün sean insuficientes (Sierra y cols., 1995; Jover y cols., 1997; 
Wolnicki y Myszkowski, 1998), por lo que es conveniente la adiciôn de alimente vivo (por 
ej. Daphnia) a la comida seca, lo que incrementa tanto el crecimiento como la tasa de 
supervivencia de los juveniles, en comparaciôn con las tencas que reciben ünicamente el 
alimente seco (Quirôs y Alvariho, 2000; Wolnicki y cols., 2003).
A pesar de tratarse de una especie de creciente interés comercial en Europa central 
e importante en la pesca deportiva en otras éreas continentales, los conocimientos sobre 
su biologia y los requerimientos para su producciôn son todavia muy limitados.
2. RITMICIDAD EN PECES.
2.1. GENERALIDADES.
Una organizaciôn temporal es crucial para todos los organismes vives, que llevan a 
cabo funciones diversas y récurrentes que deben realizarse en un memento adecuado y 
estar sincronizadas con las fluctuaciones del ambiante extemo. Los ritmos biolôgicos 
desempehan un papel clave en la organizaciôn temporal de la fisiologia animal y poseen 
un importante significado adaptative al sincronizar numerosas funciones del organisme 
con las variaciones del ambiante que lo rodea, permitiéndole de este modo anticiparse a 
los cambios predecibles de este (Aschoff, 1981; Ali, 1992).
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La mayoria de los autores distingue entre dos tipos de ritmos, los ritmos exôgenos 
u oscilaciones debidas a un factor extemo periôdico, en ausencia del cual, es decir, en 
condiciones constantes, condiciones de curso libre o “free-running”, pierden su 
periodicidad. Y los ritmos endôgenos, que persisten en condiciones medioambientales 
constantes, si bien el periodo del ritmo se puede desviar ligeramente, entrando en curso 
libre con su propia frecuencia natural. Es decir, la regularidad temporal de los ritmos 
endôgenos requiere la presencia de marcapasos u osciiladores (Aschoff, 1981).
Para que una oscilaciôn ambiental pueda ser considerada como un verdadero 
“zeitgeber” o sincronizador debe cumplir los siguientes criterios (Moore-Ede y cols., 
1982):
a) Ausencia de otras sehales temporales. El ritimo biolôgico debe seguir un curso 
libre con un determinado periodo antes de que se imponga al animal la sehal 
temporal y debe recuperar su periodo una vez que la sehal temporal ha sido 
eliminada.
b) Control del periodo. El periodo del ritmo biolôgico debe coincidir con el del ciclo 
ambiental una vez que se expone al animal a dicho ciclo.
c) Relaciôn de fase astable. Tras pocos dias de exposiciôn al ciclo ambiental debe 
producirse una relaciôn astable entre la fase del ritmo endôgeno y la del factor 
ambiental que lo sincroniza.
d) Control de fase. Cuando se élimina el sincronizador ambiental el ritmo biolôgico 
debe seguir un curso libre comenzando desdie la fase determinada por la sehal 
ambiental y no por la del ritmo anterior al encarrilamiento.
Numerosos factores ambientales modifican los rittmos biolôgicos no a través de una 
acciôn directa sobre el oscilador endôgeno, sino mediante un efecto directe sobre la 
forma de la onda del ritmo. Este fenômeno se denomiina “enmascaramiento” y se opone 
al “encarrilamiento” o sincronizaciôn del ritmo ejercido por los verdaderos “zeitgebers”. 
Sin embargo, desde una perspectiva practica es muy dliffcil diferenciar ambos fenômenos, 
dado que muchos de los verdaderos “zeitgebers”, ademàs de un efecto de sincronizaciôn, 
ejercen un efecto de enmascaramiento (Madrid y cols., 2001).
Una clasificaciôn alternativa de los ritmos biolôgicos, basada en la duraciôn de su 
periodo, incluye las siguientes categorias:
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a) Ritmos ultradianos. con un periodo manor de 20 horas. A esta clase pertenecen 
por ej., los ritmos mareales, que tienen una periodicidad cercana a 12,4 horas, y 
los ciclos cardiaco y respiratorio.
b) Ritmos circadianos. con un periodo de entre 20 y 28 horas. Son los mas 
extendidos entre los procesos fisiologicos y comportamentales.
c) Ritmos infradianos. con un periodo mayor de 28 horas. Dentro de esta categoria 
se encuentran los ritmos lunares, con un periodo de unos 28 dias, y los ritmos 
anuales, con un periodo aproximado de 365 dias.
Los parametros que definen un ritmo son (Esquema 1) (Chiquet y cols., 2001):
a) Periodo (xY Intervalo de tiempo que sépara la apariciôn de eventos idénticos.
b) Nivel medio o mésor (Ao): Media aritmética de todos los valores equidistantes de 
una variable a lo largo de un periodo.
c) Amplitud (Ai): Diferencia entre el méximo (o el minimo) y el nivel medio.
d) Màximo. pico: Valor méximo de la variable estudiada.
e) Minimo: Valor minimo de la variable estudiada.
f) Fase: Estado de una oscilaciôn en un momento dado dentro del periodo.
g) Acrofase: Punto temporal del ritmo donde tiene lugar el méximo.
h) Batifase: Punto temporal del ritmo donde tiene lugar el minimo.
Max
Mîn
Esquema 1. Parametros que caracterizan un ritmo: Ao: nivel medio o mésor; Ai: amplitud 
sinusoidal; x: periodo; t: tiempo; Max: mâximo; Min: minimo.
2.2. SISTEMA CIRCADIANO. OSCILADORES.
El sistema circadiano esté compuesto por très elementos bésicos, una via de 
entrada sensorial que permite sincronizar los ritmos endôgenos con las oscilaciones 
ciclicas del ambiente, que en la mayoria de los sistemas circadianos se trata de 
informaciôn fôtica; un ôrgano interne que genera las oscilaciones ritmicas endôgenas, 
que es el oscilador, marcapasos o reloj, cuyas propiedades bésicas y organizaciôn
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funcional estan muy conservadas en la evolucion; y unas vias de salida o sistemas 
efectores que conducen la regulacion temporal de los ritmos neuroendocrinos, fisiologicos 
y comportamentales.
Los relojes endôgenos u osciladores se localizan en estructuras neuroanatomicas 
discretas dentro del sistema nervioso, estando estrechamente conectados con el sistema 
visual (Aschoff, 1981; Moore y Silver, 1998). Sin embargo, un sistema circadiano capaz 
de responder ünicamente a sehales luminosas seria demasiado rigido, y no permitiria a 
los organismos ajustarse a otros eventos ambientales importantes, como cambios en la 
disponibilidad de alimente, patrones de actividad de los predadores u oportunidades de 
apareamiento. Por tanto, un marcapasos circadiano que resuite maximamente 
beneficioso para los organismos debe ser capaz de responder a estimulos tanto fôticos 
como no fôticos (Prosser, 2000).
Los vertebrados tienen, al menos, dos osciladores circadianos, uno responsable de 
la sincronizaciôn a la luz (LEO, “light entrainable oscillator”) y otro implicado en la 
sincronizaciôn a la alimentaciôn periôdica (FEO, “food entrainable oscillator”). En los 
mamfferos ambos osciladores son anatômica y funcionalmente independientes 
(Mistiberger, 1994), pudiendo estar mediados por mécanismes moleculares diferentes 
(Mistiberger y cols., 2001; Pitts y cols., 2003). Las lesiones del nûcleo supraquiasmatico 
(NSQ) hipotalamico producen arritmicidad, por lo que se admite que el LEO se localize en 
dicho nûcleo. Respecte al FEO, por el momento se desconoce su localizaciôn exacta y 
los factores que median su sincronizaciôn (Spieler, 1992). Segün sugieren Stokkan y 
colaboradores (2001), este oscilador circadiano periférico podria estar localizado en el 
hfgado, y estaria acoplado con el NSQ.
La generaciôn y el mantenimiento de la ritmicidad circadiana en un oscilador se 
consigue gracias a complejas interacciones entre distintos genes reloj, que en la mayoria 
de los casos codifican para factores de transcripciôn que regulan su propia transcripciôn 
mediante mécanismes de retroalimentaciôn negatives {Period -Per- 1, Per 2, Per 3, 
Cryptochrome -Cry- 1, Cry 2) o positives {Bmal 1, Clock) (Sangoram y cols., 1998; Jin y 
cols., 1999; Kume y cols., 1999), estableciéndose de este modo lazes de 
transcripciôn/traducciôn que constituyen la base molecular de los relojes biolôgicos en los 
mamiferos (Young y Kay, 2001; Reppert y Weaver, 2001). El reloj circadiano del NSQ es 
capaz de integrar las variaciones en la longitud del dia y, por tanto, codificar y 
descodificar la informaciôn estacional. En la interpretaciôn de esta informaciôn estacional 
esta implicada la regulaciôn de los genes reloj (Messager y cols., 1999; 
Nuessiein-Hildesheim y cols., 2000); de hecho, el fotoperiodo afecta de forma diferente al
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patron de expresiôn diario (duraciôn del pico, fase, amplitud, nivel basai de expresiôn del 
ARNm) de los distintos genes reloj (Toumier y cols., 2003). En los peces hay pocos dates 
relativos a esta cuestiôn; mientras que en el pez cebra {Danio rend) se ha demostrado la 
expresiôn ritmica del gen Clock en el techo ôptico, el ojo y la glandula pineal (Whitmore y 
cols., 1998), en la trucha arcoiris {Oncorhynchus mykiss) la expresiôn de dicho gen en el 
techo ôptico y ârea pretectal no muestra un patôn rltmico diario (Mazurais y cols., 2000).
En cuanto a la localizaciôn de los osciladores en vertebrados no mamiferos, se han 
idenficado osciladores circadianos en la glandula pineal, la retina y el hipotàlamo, que 
actuarian conjuntamente para producir una ritmicidad circadiana astable (Weaver, 1999; 
Gwinner y Hau, 2000). En los peces se desconoce la localizaciôn exacta del marcapasos 
cerebral; por el momento no hay datos para pensar que el oscilador central deba estar 
localizado especificamente en la regiôn supraquiasmatica del encéfalo de los teleôsteos, 
y no en, o junto con, el talamo dorsal/ârea pretectal, donde convergen aferencias de la 
retina y la pineal y existe una alta densidad de sitios de uniôn a iodoMEL (Mazurais y 
cols., 1999; Gaildrat y cols., 2002).
Ademàs de estos osciladores centrales, se ha demostrado la existencia de 
osciladores periféricos en distintos tejidos y células independientes (Plautz y cols., 1997; 
Whitmore y cols., 1998, 2000), siendo regulados directamente por la luz (Whitmore y 
cols., 2000). En el pez cebra se ha mostrado que la expresiôn de genes homôlogos a 
Clock y Bmal oscila siguiendo un ritmo circadiano en casi todos los tejidos del pez, tanto 
in vivo como in vitro (Whitmore y cols., 2000). Por el momento se desconoce si estos 
relojes periféricos existen en mamiferos (aunque podrian existir células reloj 
independientes en la retina y en el nervio ôptico), su posible funciôn y si estân 
coordinados y controlados por el reloj central. Algunas células de distintos ôrganos 
mantienen una actividad ritmica y expresan genes reloj con una periodicidad circadiana 
durante algunos dias, pero esta propiedad desaparece en ausencia del NSQ (Yamazaki y 
cols., 2000). Buijs y colaboradores (2003) sugieren que el NSQ transmite su mensaje 
diario al resto del cuerpo por medio de ritmos hormonales y conexiones autônomas 
multisinàpticas dentro de los diferentes ôrganos, y finalmente esta salida sincronizada 
desde el NSQ es la responsable de la expresiôn circadiana de proteinas reloj en los 
tejidos.
2.2.1. Complejo pineal y retina.
Tanto la retina como el complejo pineal intervienen en la generaciôn y 
sincronizaciôn de la ritmicidad circadiana. El complejo pineal ha experimentado una 
notable transformaciôn a lo largo de la filogenia, pasando de ser un ôrgano fotosensible
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con pineaiocitos fotorreceptores, que actua como un fototransductor directo, generando 
una doble sehal nerviosa y endocrina, en los peces y anfiblos (Ekstrom y MeissI, 1997), 
por toda una gama de transicion en reptiles y aves, hasta diferenciarse en la glandula 
pineal de los mamiferos, ünicamente endocrina y sin capacidad fotorreceptora directa 
(Korf y cols., 1998). A pesar de estas marcadas diferencias filogénicas, la pineal sintetiza 
melatonina (5-metoxi-N-acetiltriptamina, MEL) con un patron noctumo ritmico en todos los 
vertebrados estudiados. La participacion de la pineal en la generaciôn y sincronizaciôn de 
ritmicidad circadiana en los peces es controvertida y probablemente dependiente de la 
especie, ya que tras la pinealectomia la ritmicidad se puede perder en ciertas especies 
(Kavaliers, 1979), y persiste en otras (Kavaliers, 1981; Sânchez-Vazquez y cols., 2000). 
En el carpin {Carassius auratus) (Kezuka y cols., 1989; ligo y cols., 1991), lucio {Exos 
lucius) (Falcôn y cols., 1989; Coon y cols., 1998), D. rerio (Cahill, 1996) y pez gato 
{Catostomus commersoni) (Zachmann y cols., 1992a) el ôrgano pineal es capaz de 
mantener la sintesis ritmica de melatonina en condiciones de curso libre, lo que indica 
que las variaciones diarias de la sintesis de este indol podrian estar determinadas por 
osciladores circadianos intrapineales (Falcôn y cols., 1992). Por el contrario, en la trucha 
arcoiris la sintesis ritmica de MEL desaparece en ausencia de sehales externes (Gern y 
Greenhouse, 1988; Coon y cols., 1998). Todos estos datos ponen de manifiesto que la 
glandula pineal es un componente importante del sistema circadiano de los peces, 
aunque no parece ser un oscilador central.
La participaciôn de la retina en la generaciôn de ritmos circadianos no esta del todo 
Clara, y parece variar dependiendo de las especies (Tabata, 1992; Bayarri y cols., 2003). 
Por ejemplo, en la retina del pez sol verde {Lepomis cyanellus) se ha descrito un ritmo en 
la amplitud del electrorretinograma generado por un oscilador intrarretininano, mientras 
que el ritmo circadiano de movimientos retinomotores en los conos esta determinado por 
un oscilador central (Dearry y Barlow, 1987). La retina de los teleôsteos, al igual que la 
pineal, envia aferencias nerviosas hacia distintos centres encefalicos (Ekstrôm y MeissI,
1989), pero la posible influencia de la retina sobre el oscilador central en teleôsteos aün 
no se ha demostrado, si bien, experimentos de enucleaciôn o secciôn del nervio ôptico 
afectan drésticamente a la expresiôn de distintos ritmos.
El hecho de que determinados ritmos diarios se mantengan en animales 
pinealectomizados o cegados bajo regimenes luz/oscuridad sugiere la existencia de otros 
fotorreceptores en el cerebro (Tabata y cols., 1988). Dichos fotorreceptores 
extrarretinianos y extrapineales se han descrito en regiones encefalicas de varios
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vertebrados no mamiferos y podrian desempehar un papel critlco en la organizaciôn 
temporal de peces, anfibios, reptiles y aves (Foster y cols., 1993a).
En resumen, actualmente se acepta que en el control circadiano de los seres vivos 
interviene mas de un reloj biolôgico, tratàndose de un sistema multioscilador (Underwood, 
1990). La contribuciôn relativa de los posibles distintos osciladores en el mantenimiento 
de la ritmicidad del organisme varia dependiendo de las especies (Underwood y cols.,
2001). Normalmente, los multiples ritmos circadianos de un animal muestran relaciones 
de fase fijas, por lo que estos ritmos han de estar acoplados, aunque esta hipotética 
comunicaciôn entre elles hoy dia es aün muy desconocida. Estudios recientes en peces 
apoyan la existencia de un acoplamiento parcial entre el LEO y el FEO (Aranda y cols.,
2001).
2.3. RITMOS EN HEMATOLOGIA.
El rihôn es el ôrgano hematopoyético mas importante en los peces, existiendo dos 
sitios principales de hematopoyesis, el rihôn anterior, cefélico o pronéfrico, y el tronco del 
rihôn o rihôn opistonéfrico. El pronefros se considéra anàlogo a la médula ôsea de los 
mamiferos, y es el principal ôrgano hematopoyético de los peces y el principal sitio de 
diferenciaciôn de eritrocitos, granulocitos, linfocitos B y monocitos, ademàs de ser el 
principal ôrgano productor de anticuerpos (Rowley y cols., 1988; Ellis, 1989; Zapata y 
cols., 1992). Aunque el bazo participa también en la hematopoyesis, en la mayoria de los 
peces su papel en este proceso se considéra secundario al del pronefros, a pesar de que 
en algunas especies, como la perça {Perça fluviatilis), es el ünico ôrgano hematopoyético 
(Rowley y cols., 1988).
La sangre de los peces contiene eritrocitos nucleados, trombocitos, linfocitos, 
granulocitos y monocitos. En la inmensa mayoria de los peces los eritrocitos son el tipo 
celular dominante de la sangre (Fotografia 3). El tamaho y la forma de los eritrocitos es 
también variable, siendo en general, de menor tamaho en los teleôsteos que en los 
agnados, condrictios y dipnoos, y el nûcleo rara vez présenta nucleolo. Los valores de 
hematocrito y hemoglobina son muy variables tanto en una determinada especie como 
entre especies distintas, diferencias que parecen correlacionarse con numerosos 
factores. Por ejemplo, el estilo de vida del pez parece determiner su hematocrito. Asi, los 
nadadores ràpidos y activos suelen tener valores elevados de hematocrito y 
hemoglobina, mientras que los nadadores lentos presentan valores bajos para ambos 
paràmetros (Rowley y cols., 1988). Ademàs, se han descrito en varias especies de peces 
cambios estacionales en el nümero de glôbulos rojos (Audet y cols., 1993; Martinez y
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cols., 1994; Collazos y cols., 1998; Frangioni y cols., 1997; Luskova, 1997; Kavadias y 
cols., 2004), que parecen estar reladonadoas tanto con los cambios anuales en la 
fisiologia del pez como con alteraciones en las condiciones ambientales naturales de su 
habitat. En esta regulaciôn del numéro de glôbulos rojos circulantes interviene 
principalmente el bazo, capaz de almacenar una gran cantidad de células y liberarlas a la 
circulaciôn cuando las demandas as! lo requieren (Pearson y cols., 1992), si bien en el 
ciprinido Phreatichthys andruzzii el higado es mayoritariamente el ôrgano encargado de 
este mecanismo de compensaciôn respiratoria (Frangioni y cols., 1997).
El sistema defensive en los teleôsteos esta compuesto de subpoblaciones de 
leucocitos que incluyen los linfocitos B y T, los granulocitos, los trombocitos, los 
monocitos-macrôfagos y las células citotôxicas inespecificas (Press y Evensen, 1999; 
Olabuenaga, 2000). El numéro de leucocitos en sangre es muy variable dependiendo de 
la especie y la condiciôn fisiolôgica. En la sangre de los peces, los linfocitos son el tipo de 
leucocito més abondante, representando hasta un 85% de la poblaciôn total de leucocitos 
(Olabuenaga, 2000; Nordgarden y cols., 2003; Ranzani-Paiva y cols., 2003; Valenzuela y 
cols., 2003). Los linfocitos son células pequehas, 5-8 pm de diâmetro, con una relaciôn 
nücleo:citoplasma elevada y citopiasma basôfilo (Fotografia 3), producidas en su gran 
mayoria en el pronefros y en el timo. Los trombocitos (Fotografia 3) se encuentran 
generalmente en la sangre periférica de los peces y su funciôn principal es participer en 
la coagulaciôn sanguinea, si bien parecen tener una capacidad fagocitica limitada. Los 
monocitos representan una pequeha proporciôn de los leucocitos de los peces. Se 
caracterizan por poseer un nûcleo excéntrico, con forma de rihôn o bilobulado y un 
citopiasma agranulado (Fotografia 3). La presencia de heterofagosomas y vesiculas 
pinociticas periféricas pone de manifiesto la capacidad fagocitica de estas células que 
participan en las respuestas inflamatorias agudas.
La mayoria de los estudios morfolôgicos y funcionales de los granulocitos se ha 
realizado en ciprinidos y salmônidos, diferenciando très tipos de granulocitos: 
heterôfilos/neutrôfilos, eosinôfilos y basôfilos (Fotografia 3), pero no siempre se 
encuentran los très tipos celulares en la misma especie. Los heterôfilos/neutrôfilos son 
los granulocitos mâs abondantes, tienen un diâmetro de 10 i^m, con un nûcleo excéntrico 
y parcialmente lobulado y un gran citopiasma en el que se distinguen grânulos 
electrodensos de forma redonda y ovalada de distinto tamaho. Entre sus principales 
funciones esté la fagocitosis y la actividad microbicida (Pedrera y cols., 1993). Los 
eosinôfilos son pequehas células de 7,5 pm de diâmetro, con un nûcleo excéntrico con 
forma alargada o bilobulado y los grânulos, eosinôfilos, son mâs grandes que los de los
12
I. INTRODUCClÔN
neutrôfilos. Aunque su morfologia coincide con la de eosinôfilos de los mamiferos, n) se 
ha podido demostrar su analog la funcional. En los peces se han encontrado céülas 
eosinôfilas distribuidas por el tejido conjuntivo del tracto gastrointestinal y de las 
branquias, cuya funciôn no esta clara, pero que podrian intervenir en procesos 
inflamatorios y de defensa celular (por lo que se han comparado con los mastocitos de 
mamiferos) (Lamas y cols., 1994). Finalmente, los basôfilos tienen un diâmetro de 13-20 
pm y grandes grânulos basôfilos.
Los monocitos/macrôfagos son grandes leucocitos con un gran nûcleo de ferma 
ovalada/arrihonada. Su presencia en la sangre de ciertos ôrdenes de peces es nuy 
escasa pero aumenta tras una infecciôn. Son, junto a los granulocitos, las principales 
células fagocfticas en los peces. Los granulocitos, junto con los fagocitos mononucleares 
o macrôfagos tisulares, pertenecen a las células fagociticas que desempehar un 
importante papel en los mecanismos de defensa de los vertebrados.
»
Fotografia 3. Tipos celulares présentes en la sangre de los peces. a) eosinôfilo, b) neutrofilo, 
c) monocito, d) linfocito (Li) y eritrocitos (Er); e) trombocitos (Tr) y basôfilo (Ba).
Los peces teleôsteos, a diferencia de los mamiferos, carecen de médula ôsea y 
nôdulos linfâticos (Press y Evensen, 1999), por lo que en ellos los principales ôrgsnos 
linfopoyético son el timo, el rihôn, el bazo y el tejido linfoide asociado a mucosas (Press y 
Evensen, 1999; Olabuenaga, 2000).
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Los cambios estacionales en los leucocitos en los peces han sido estudiados en 
varias especies de teleôsteos (Zapata y cols., 1992; Collazos y cols., 1995b; Luskova, 
1997; Nordgarden y cols., 2003; Kavadias y cols., 2004), mostrando alteraciones anuales 
en los porcentajes relativos de los distintos tipos de glôbulos blancos y en la capacidad 
fagocitica de la sangre. En general, en los poiquilotermos existe una respuesta inmune 
pobre durante el periodo invemal en comparaciôn con el verano, aun cuando la 
temperatura permanezca constante (Olabuenaga, 2000). En la tenca existe bastante 
informaciôn en este sentido, habiéndose descrito de forma exhaustiva las variaciones 
estacionales de su sistema inmune y el efecto de la temperatura sobre la funciôn 
fagocitica (Collazos y cols., 1994a,b,c, 1995a,b,c, 1996).
2.4. RITMICIDAD DE LAS RESERVAS METABÔLICAS.
Desde el punto de vista de almacén de energia, los lipidos constituyen la principal 
fuente energética, si bien en el estudio del crecimiento de los peces se ha prestado 
mucha atenciôn a la sintesis de proteinas y se ha dado menos importancia a la sintesis 
de lipidos, y mucha menos aûn a la sintesis de carbohidratos, debido a la baja utilizaciôn 
de éstos y a su escasa contribuciôn, en termines energéticos, en comparaciôn con los 
otros dos tipos de macronutrientes.
Por lipidos entendemos un conjunto heterogéneo de compuestos organicos 
insolubles en agua y féciimente solubles en solventes organicos. Dentro de esta gran 
categoria de compuestos, los lipidos neutres, aciigliceroles principalmente, son los 
implicados en el almacén de energia. El métabolisme lipidico se ha estudiado en 
profundidad en los peces, especialmente en especies de cultivo, como los salmônidos 
(Bell, 1998); sin embargo se ha estudiado mucho menos los aspectos relativos al 
almacenamiento lipidico. Los teleôsteos poseen varios sitios de almacenamiento de 
lipidos, siendo los principales el higado y el mûsculo rojo. Ademés, existen depôsitos de 
lipidos, que contienen principalmente triglicéridos, localizados subcuténea y 
perivisceralmente y en la cavidad abdominal, a menudo asociados con el intestine; en 
especies marinas, el esqueleto puede almacenar grandes cantidades de triglicéridos 
(Phleger y cols., 1995). Los triglicéridos sintetizados en el higado deben ser exportados 
hacia otros lugares de almacenamiento circulando por el torrente sanguineo en forma de 
lipoprotéines de muy baja densidad. Los depôsitos de lipidos se movilizan por acciôn de 
una triaciiglicerol lipasa sensible a hormones, como la insuline, el glucagôn y la 
adrenaline.
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La sintesis proteica es un proceso que consume una parte importante de toda la 
energia utilizada por los peces, estando claramente correlacionada con la alimentaciôn. 
Asi, el recambio proteico contribuye de forma prioritaria al metabolismo energético en los 
peces, de forma que cuando la cantidad de aminoacidos libres en plasma o en tejidos es 
insuficiente se produce la degradaciôn de proteinas endôgenas para cubrir las 
necesidades energéticas (Cho y Kaushik, 1990).
Los carbohidratos desempehan tanto funciones estructurales como de almacén de 
energia, siendo el glucôgeno la principal forma de almacenamiento en los vertebrados. 
Ademas del musculo, almacén principal donde el glucôgeno se acumula como reserva de 
uso limitado a corto plazo, otros tejidos como el higado y el cerebro almacenan 
carbohidratos, si bien constituyen sôlo una pequeha proporciôn de la masa total del pez. 
Aün en los casos mas extremes, como por ejemplo en Carassius carassius en inviemo, 
donde se ha encontrado la concentraciôn de glucôgeno mâs elevada de los vertebrados 
(aproximaqdamente el 20% del peso del higado), esta reserva représenta una 
contribuciôn minima al contenido calôrico del pez (Mommsen, 1998; Hemre y cols.,
2002).
La mayoria de los peces expérimenta cada aho un severo agotamiento de sus 
réservas energéticas. Asi, se han propuesto variaciones estacionales en las réservas 
metabôlicas en varias especies de peces. Por ejemplo, el contenido de proteinas en el 
mûsculo de la trucha comûn {Salmo trutta) expérimenta variaciones estacionales (Arévalo 
y Durân, 1988) paralelas a las variaciones en el contenido de lipidos, aunque 
cuantitativamente menos acusadas, con los valores minimos en enero y los mâximos en 
agosto. Berg y Bremset (1998) encontraron una reducciôn en el contenido de proteinas 
(en el pez completo) en el salmôn atlântico y en la trucha comûn durante el invierno. 
Nordgarden y colaboradores (2003) describen en S. salar una influencia importante del 
fotoperiodo en las variaciones estacionales del contenido muscular de proteinas Sin 
embargo, en el bacalao comûn {Gadus morhua) los cambios estacionales en el contenido 
muscular de proteinas parecen estar relacionados con la variaciôn estacional de la 
disponibilidad de alimente (Foster y cols., 1993b).
En relaciôn con las variaciones estacionales de los lipidos, en los peces la mayoria 
de los estudios realizados se refieren a cambios en lipidos circulantes, como el colesterol 
(Babin y Vernier, 1989; Bon y cols., 1997) o lipoprotéines (Wallaert y Babin, 1994) y su 
correlaciôn con ciclos reproductores y/o estado nutricional. Existe un nûmero reducido de 
estudios que analicen los cambios estacionales en las réservas lipidicas en ôrganos 
concretos. En este sentido, recientemente se ha sugerido que la variaciôn estacional del
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contenido muscular de lipidos en S. salar en condiciones naturales, que muestra una 
reducciôn de enero a marzo y un aumento continuo durante verano y otoho, depende 
esencialmente del fotoperiodo (Nordgarden y cols., 2003). En la trucha arcoiris se ha 
observado una variaciôn anual en las concentraciones de lipoproteinas de baja densidad, 
de forma que factores ambientales como el fotoperiodo, o neuroendocrinos como la 
concentraciôn de esteroides sexuales, pueden estar implicados en la regulaciôn de estas 
variaciones, sin descartar la posible existencia de un reloj endôgeno sincronizado por el 
fotoperiodo (Wallaert y Babin, 1994). El ritmo anual de lipidos también puede venir 
determinado por un ritmo estacional de crecimiento y apetito, como se ha descrito para la 
trucha alpina {Salvelinus alplnus) (Jobling y cols., 1998).
Ademas, en varias especies de peces se han descrito variaciones diarias en los 
niveles circulantes de distintos metabolitos, enzimas (Sânchez-Muros y cols., 2001) y 
hormonas relacionadas con el metabolismo (Boujard y Leatherland, 1992a; Boujard y 
cols., 1993; Cerda-Reverter y cols., 1996; Pavlidis y cols., 1997; 1999a,b; Gilchriest y 
cols., 1998), estando sincronizadas algunas de estas oscilaciones diarias con la hora de 
la alimentaciôn, otras con la alternancia luz/oscuridad, e incluse en algunos casos con el 
patrôn de actividad general de la especie.
2.5. RITMOS DE ACTIVIDAD.
En los mamiferos, el ciclo sueho-vigilia muestra una ritmicidad diaria con un 
importante valor adaptative. En los peces, no podemos hablar de sueho sensu estricto, 
sino de patrones actividad-descanso. Las fases de descanso en los peces pueden 
reconocerse aplicando varios criterios comportamentales, como por ejemplo la inactividad 
prolongada en una postura de descanso tipica, el uso de estructuras protectoras y 
umbrales de excitaciôn elevados. Por lo tanto, la mayoria de los autores considéra que un 
pez esté en fase de repose cuando permanece completamente inmôvil, en un lugar 
protegido y con una sensibilidad muy baja a distintos estimulos. Ademés de estos 
criterios comportamentales se utilizan criterios fisiolôgicos, como la frecuencia respiratoria 
y cardiaca y los movimientos oculares.
En funciôn de los ritmos de actividad, los vertebrados pueden clasificarse, de forma 
general, en diurnes, nocturnos y crepusculares. Sin embargo, a diferencia de lo que 
sucede en aves y mamiferos, en los peces estos patrones no siempre son constantes en 
una especie e incluse en un mismo individuo. En un nümero elevado de especies algunos 
individuos son diurnes mientras que otros son nocturnos, a veces incluse un mismo 
individuo puede cambiar su comportamiento de diurno a noctumo en sôlo unos pocos
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dias. Por esta razôn se admite que los peces muestran una extraordinaria plasticidad. En 
ciertas especies dichos ritmos son endôgenos, y estân sincronizados por la alternancia 
dia/noche, mientras que en otras son sincronizados por sehales ambientales que oscilan 
diariamente, siendo la luz el factor més importante.
La tenca es una especie estrictamente nocturna (Herrero y cols., 2003). Registres 
pioneros realizados por Peyrethon y Dusan-Peyrethon (1967) mostraron que durante el 
dia permanece en el fondo del tanque durante periodos de 15-20 minutes sin realizar 
movimientos y con la tasa respiratoria reducida al 65% del valor noctumo. No reacciona a 
la aproximaciôn de un objeto hasta que este contacta con el pez, mostrando periodos de 
actividad sôlo durante el 20% de la fase diuma, mientras que es activa durante el 60% del 
periodo nocturne. Si las luces se encienden durante la noche la actividad noctuma 
disminuye al 26%. En un estudio reciente se ha demostrado que esta actividad nocturna 
estricta se detiene al iluminar los peces en mitad de la noche, volviendo a recuperar la 
actividad locomotora al imponer de nuevo condiciones de oscuridad (Vera y cols., 2004a). 
Ademés, en este mismo estudio, se ha observado que bajo un fotoperiodo largo extremo 
(22L2D) la actividad de la tenca se restringe a las horas de oscuridad, y el 
comportamiento estrictamente noctumo persiste incluso bajo condiciones de luz de muy 
baja intensidad (0,3 lux) (Herrero y cols., 2003).
2.6. RITMOS DE ALIMENTACIÔN.
Los peces, al igual que la mayoria de los organismos no se alimentan de forma 
constante a lo largo de las 24 h, sino que presentan un patrôn de alimentaciôn diario. La 
ritmicidad de la alimentaciôn puede ser de horas (periodicidad prandial), dias e incluso 
estacional. Sin embargo, en los peces, la mayoria de los estudios realizados ha 
investigado ritmos de alimentaciôn circadiana, habiendo dedicado poca atenciôn a otros 
posibles ritmos. Tanto en condiciones naturales como en cautividad, se han clasificado 
los patrones de alimentaciôn de los peces en très categorias: noctumos, diurnos y 
crepusculares, si bien es dificil clasificar a las especies como estrictamente diumas o 
estrictamente nocturnas (Boujard, 1999). En la mayoria de las especies este patrôn esté 
determinado genéticamente, y en algunos casos puede estar también condicionado por 
requerimientos sensoriales especiales, como la dependencia de la visiôn o el olfato para 
la captura del alimente (Dou y Tsukamoto, 2003).
Algunas especies muestran ritmos de alimentaciôn duales, es decir, cambian de 
forma més o menos répida de un patrôn diurno a uno noctumo y viceversa, dualidad que 
puede ser esponténea o inducida por cambios ambientales (Madrid y cols., 2001). En la
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lubina {Dicentrarchus labrax) se han observado simultaneamente patrones de 
alimentaciôn nocturnos y diurnos en grupos mantenidos en las mismas condiciones. 
Ademas, algunos individuos muestran una inversion compléta y esponténea de su patrôn 
de actividad alimentaria en tan sôlo unos dias (Sénchez-Vézquez y cols., 1995a,b). La 
temperatura también puede modificar el patrôn de alimentaciôn, asi, el salmôn atléntico, 
que muestra un patrôn de alimentaciôn diurno (Kadri y cols., 1997) pasa a ser noctumo a 
bajas temperaturas (Fraser y Metcalfe, 1997).
Se ha demostrado la existencia de un origen endôgeno de los ritmos de 
alimentaciôn en las siguientes especies: S. salar, S. alplnus, O. mykiss, D. labrax y 
C. auratus, en las que el ritmo de alimentaciôn diario se conserva en condiciones 
constantes de iluminaciôn (LL o DD) o bajo ciclos ultradianos (Madrid y cols., 2001).
En muchas especies de peces se producen cambios estacionales en la 
alimentaciôn relacionados con las variaciones del fotoperiodo (Villarreal y cols., 1988; 
Heggenes y cols., 1993; Saether y cols., 1996; Tveinten y cols., 1996). En general, la 
ingesta es mayor en primavera, coincidiendo con el incremento del fotoperiodo, y 
disminuye en otoho, cuando el fotoperiodo se acorta (Higgings y Talbot, 1985). De hecho, 
se ha demostrado que la luz es un potente sincronizador del ritmo de alimentaciôn en 
varias especies de teleôsteos (Sénchez-Vézquez y cols., 1995a, 1996; Sénchez-Vézquez 
y Tabata, 1998).
En condiciones naturales, los cambios de fase de los ritmos de alimentaciôn 
podrian también estar relacionados con las variaciones estacionales de la disponibilidad 
relativa de las diferentes presas. Asi, la lubina, que puede alimentarse de una amplia 
variedad de presas, y cuya composiciôn dietaria varia estacionalmente (Picket y Pawson, 
1994), puede invertir su ritmo de alimentaciôn dependiendo del momento del aho.
Se han descrito ritmos mareales de alimentaciôn asociados a los movimientos 
verticales y horizontales de las presas que utilizan las corrientes mareales para migrar o 
sincronizar sus ritmos reproductores (Madrid y cols., 2001).
La importancia de la disponibilidad periôdica de alimente en el control de los ritmos 
de alimentaciôn en los peces ha sido estudiada con profundidad (Sénchez-Vézquez y 
cols., 1995b, 1997; Sénchez-Vézquez y Madrid, 2001). Cuando se restringe el momento 
de la alimentaciôn a determinadas horas del dia, éste adquiere relevancia como principal 
sincronizador de los ritmos biolôgicos provocando modificaciones en los ritmos 
conductuales y fisiolôgicos, que desplazan sus acrofases a los momentos prôximos a las 
horas de alimentaciôn, fenômeno denominado actividad anticipatoria al alimente y que se
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produce tanto en condiciones LD como LL o DD (Mistiberger, 1994). En algunos casos, 
aparece una curva bimodal, con un componente asociado al ciclo luz/oscuridad y otro 
asociado a las horas de alimentaciôn, sugiriendo la existencia de dos relojes 
desacoplados (Escobar y cols., 2001). Esta dualidad interna apoya la hipotesis de que el 
sistema circadiano de los peces esta compuesto por varios osciladores. Algunos de los 
ritmos circadianos estarian sincronizados por los ciclos L/D, mientras que otros utilizarian 
la alimentaciôn periôdica como principal sincronizador (Spieler, 1992), y estarian 
gobemados por el LEO y el FEO, respectivamente.
3. RITMICIDAD DE REGULADORES DE LA INGESTA.
Los mecanismos implicados en la regulaciôn de la homeostasis energética y el 
comportamiento alimentario son multifactoriales y, a pesar de haber sido extensamente 
estudiados en los mamiferos, hasta el momento no estân completamente definidos. El 
sistema de neuronas, neuropéptidos, neurotransmisores y receptores que controlan el 
balance energético es sumamente complejo (Berthoud, 2002). Dentro de este sistema, el 
hipotàlamo ocupa un papel central integrando sehales periféricas y sehales procédantes 
de otros centros del sistema nervioso central (SNC) y emitiendo, a su vez, mensajes que 
regulan el equilibrio energético (De Pedro y Bjôrnsson, 2001; Sahu, 2004a). No obstante, 
el tallo encefâlico y otras areas cerebrales también parecen tener una gran relevancia en 
la regulaciôn de la homeostasis energética (Grill y Kaplan, 2002). La mayoria de los 
trabajos dirigidos al estudio de los sistemas implicados en el control de la homeostasis 
energética y las relaciones que se establecen entre ellos se ha realizado en los 
mamiferos, particularmente en roedores, y apenas existe informaciôn en otros grupos de 
vertebrados. A continuaciôn, exponemos algunos datos en relaciôn con los reguladores 
que se han estudiado en la présente Memoria.
3.1. GHRELINA.
3.1.1. Estructura.
La ghrelina es un péptido de 28 aminoacidos (aa) obtenido a partir de extractos de 
estômago de rata mediante el empleo de células que expresan el receptor para el 
secretagogo de la hormona del crecimiento (GHS-R) (Kojima y cols., 1999). El nümero de 
aa de este péptido depende de la especie (Esquema 2), variando desde los 28 aa de la 
ghrelina de mamiferos (Kojima y cols., 1999) y rana toro (Rana catesbiana) (Kaiya y cols.,
2001) hasta los 19 aa del carpin (Unniappan y cols., 2002). En todas las especies 
estudiadas hasta la actualidad la molécula de ghrelina présenta una caracteristica 
estructural ünica, la acilaciôn con una molécula de écido n-octanoico o n-decanoico del
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tercer residue, serina (Ser^) en aves (Kaiya y cols., 2002), mamiferos (Kojima y cols.,
1999), y peces (Unniappan y cols., 2002; Kaiya y cols., 2003a, b), y treonina (Thr^) en 
anfibios (Kaiya y cols., 2001). Esta acilaciôn es esencial tanto para la uniôn al receptor 
(Muccioli y cols., 2001) como para desarrollar la actividad biolôgica (Kojima y cols., 1999), 
y permite a la ghrelina atravesar la barrera hematoencefalica (Banks y cols., 2002). No 
obstante, se encuentran niveles circulantes elevados de ghrelina no acilada que parecen 
ser los responsables de ciertos efectos cardiovasculares y antiproliferativos, 
probablemente mediados por algun subtipo de GHS-R aun no identificado o por otra 
familia de receptores distinta (Cassoni y cols., 2001). Los aminoacidos de las posiciones 
1, 4, 5, 6 y 7 se conservan en todas la especies estudiadas, no asi la secuencia que 
sigue a estos 7 primeros aminoacidos, que varia sustancialmente en las diferentes 
especies (Kaiya y cols., 2001) (Esquema 2). Se cree que el “nûcleo” activo minimo de la 
ghrelina esta constituido por el tetrapéptido GSSF del extremo N-terminal (Matsumoto y 
cols., 2001), que contiene el grupo octanoilo. No se conoce el papel del extremo 
C-terminal, aunque se ha sugerido que éste, junto con la acilaciôn del tercer residue de la 
secuencia de aminoacidos, podria intervenir en el establecimento de la conformaciôn 
bioactiva de la molécula madura de ghrelina (Bowers, 2001).
Tilapia G SS F L S P S - Q
Anguila G SS F L S P S - Q
Carpin dorade G TS F L S P A - Q
Rana toro G L T F L S P A D M
Polio G SS F L S P TY K
Rata G SS F L S P E H Q
Hum ano G SS F L S P E H Q
Esquema 2. Comparaciôn entre las secuencias de aminoacidos de las ghrelinas maduras de 
distintas especies. Los aminoacidos recuadrados son idénticos en todas las especies.
En Anguilla japonica se han purificado dos formas moleculares de ghrelina, 
constituidas ambas por 21 aminoacidos de secuencia idéntica y una estructura amida en 
el extremo C-terminal (Kaiya y cols., 2003a) (Esquema 3). Ambas formas se diferencian 
en el tipo de écido que modifica por acilaciôn el tercer residue (Ser^). En una de ellas, la 
ghrelina-21, este écido tiene 8 étomos de carbono (écido n-octanoico), mientras que la 
otra forma esté modificada por écido n-decanoico. Los siete primeros aminoécidos de la 
ghrelina de la anguila muestran una homologia del 100% con los de las ghrelinas de 
mamiferos.
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I
0-C-(CH2)6-CH3
0
1
GSSFLSPSQRPQGKDKKPPRV -  amida Ghrelina-21
0  = C-(CH2)g-CH3
0
1
GSSFLSPSQRPQGKDKKPPRV- amida Ghrelina-21-C10
Esquema 3. Secuencia de aminoécidos de las dos formas de ghrelina identificadas a partir de 
extractos de estômago de Anguilla japonica mostrando la modificaciôn por acilaciôn del residuo 
serina en posiciôn 3 por la uniôn de una molécula de écido octanoico (ghrelina-21) o decanoico 
(ghrelina-21-CIO) al grupo hidroxilo de este aminoécido.
Kaiya y colaboradores (2003b) han identificado recientemente la ghrelina de tilapia 
[Oreochromis mossambicus) y han clonado el cDNA que codifica para la proteina 
precursora del péptido activo. Estos autores identificaron dos formas de ghrelina en esta 
especie. En ambas, al igual que en mamiferos, polio y anguila, el tercer residuo es una 
serina. La forma minoritaria, cuya estructura compléta no se ha podido confirmar hasta el 
momento, présenta una modificaciôn de la Ser^ por écido n-dodecanoico, mientras que la 
forma prédominante (ghrelina-CIO), con 20 aa, esté modificada por écido n-decanoico. El 
extremo C-terminal del péptido posee una estructura amida, que también se ha 
encontrado en el carpin dorado (Unniappan y cols., 2002) y la anguila japonesa (Kaiya y 
cols., 2003a), pero no en las ghrelinas de mamiferos, aves y anfibios (Kojima y cols., 
1999; Kaiya y cols., 2001, 2002), lo que sugiere que esta estructura amida del extremo C- 
terminal podria ser una caracteristica que se ha conservado en los peces, pero no parece 
afectar a la uniôn al receptor ni a la actividad biolôgica del péptido (Kaiya y cols., 2003a). 
El péptido maduro muestra una identidad del 67% respecte a la ghrelina de la anguila 
(Kaiya y cols., 2003a) y del 55% respecte a la del carpin dorade (Unniappan y cols.,
2002).
La vida media de la ghrelina en la circulaciôn es de 5-15 minutes, y en su 
degradaciôn parecen estar implicados principalmente procesos enziméticos. El ünico 
factor conocido hasta el momento capaz de desactivar a la ghrelina son las lipoproteinas 
de alta densidad (HDL), que pueden unirse a ella y desacilaiia, eliminando asi la 
capacidad de la ghrelina para unirse a sus receptores (Beaumont y cols., 2003).
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3.1.2. Distribuciôn.
En todas las especies estudiadas la expresiôn mas alta del ARNm de la ghrelina se 
encuentra en el estômago (Muccioli y cols., 2002). En mamiferos la ghrelina se produce 
principalmente en células endocrinas, denominadas Gr, de las glandulas oxinticas del 
fundus del estômago, cuya localizaciôn prôxima a la red de capilares de la lamina propria 
del estômago facilita su funciôn endocrina (Muccioli y cols., 2002). La ghrelina también se 
sintetiza, aunque en menores cantidades, en intestino, testicule, hipôfisis, hipotàlamo, 
pancreas y otros tejidos (Gnanapavan y cols., 2002; Muccioli y cols., 2002). La expresiôn 
génica de ghrelina en peces se ha estudiado en un numéro muy reducido de especies. 
En la anguila japonesa, la expresiôn mâs elevada se ha hallado en el estômago, 
encontrândose niveles bajos en el intestino, y aün mâs bajos en cerebro, corazôn y rinôn, 
no detectândose en branquias (Kaiya y cols., 2003a). Estos mismos autores detectan en 
tilapia niveles de expresiôn génica elevados en el estômago y reducidos en cerebro y 
ôrganos implicados en la osmorregulaciôn, como son rihôn y branquias (Kaiya y cols., 
2003b). Sin embargo, en esta misma especie, Parhar y colaboradores (2003) ünicamente 
encuentran ghrelina en estômago pero no en otros ôrganos (cerebro, hipôfisis, corazôn, 
rihôn y gônadas). Finalmente, en el carpin la distribuciôn parece ser amplia (cerebro, 
intestino, hipôfisis, higado, bazo, branquias) (Unniapan y cols., 2002) y muestra cambios 
en relaciôn con la actividad alimentaria (Unniapan y cols., 2004).
3.1.3. Receptores de los secretagogos de la GH (GHS-R) y mecanismos de acciôn.
El GHS-R es un miembro de la familia de los receptores acoplados a proteinas G, y 
el gen que lo codifica esta muy conservado a lo largo de la filogenia (Howard y cols., 
1996). Existen dos tipos de receptores; el GHS-R tipo la, funcional, formado por 366 aa, 
con siete dominios transmembrana, très lazos extracelulares y très lazos intracelulares; y 
el 1b, no funcional, de 289 aa, con cinco dominios transmembrana, dos lazos 
extracelulares y 2 lazos intracelulares (Howard y cols., 1996). En el teleôsteo Fugu 
rubripens se han aislado 3 clones de distinta longitud que revelan la existencia del 
sistema GSH-R con una elevada conservaciôn de los dominios de activaciôn por el 
ligando (Palyha y cols., 2000).
El GHS-R tipo la  se expresa principalmente en la hipôfisis y en niveles muy 
inferiores en tiroides, pancreas, bazo, miocardio y glandula adrenal (Gnanapavan y cols.,
2002). El tipo 1b muestra una distribuciôn mâs amplia, expresândose en una gran 
variedad de tejidos. como el tracto gastrointestinal, el higado, el pulmôn, el mûsculo y el 
testicule (Howard y cols., 1996). Finalmente, estos receptores estân présentes también 
en el hipotàlamo, colocalizados con neuronas productoras de neuropéptidos y
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neurotransmisores implicados en el control del apetito, como la proteina relacionada con 
agouti (Ag-RP), la proopiomelanocortina (POMC) y el àcido y-amino butirico (GABA) 
(Cowley y cols., 2003), y en los somatotropos de la hipôfisis anterior (Guan y cols., 1997), 
asi como en otras areas encefalicas no relacionadas con la secreciôn de GH, como el 
giro dentado del hipocampo, la sustancia nigra, el ârea tegmental ventral y la regiôn 
dorsal y medial del nûcleo del rafe (Guan y cols., 1997), sugiriendo para la ghrelina una 
gran variedad de posibles funciones.
La uniôn de la ghrelina, o cualquiera de los GHSs al GHS-R, no incrementa los 
niveles intracelulares de AMPc, pero amplifica el incremento de la producciôn de AMPc 
inducido por la GHRH (Smith y cols., 1996), potenciando la secreciôn de GH. La 
activaciôn del GHS-R produce un aumento del contenido intracelular de Ca^  ^ y activa la 
via del inositol trifosfato (IP3) y la proteina kinasa C (PKC) (Howard y cols., 1996; Ghigo y 
cols., 2001).
3.1.4. Actividades biolôgicas. Regulaciôn de la ingesta y el estado nutricional.
La primera funciôn descrita para la ghrelina fue la regulaciôn de la secreciôn de GH 
(Kojima y cols., 1999). Sin embargo, numerosos estudios han puesto de manifiesto la 
participaciôn de la ghrelina en la homeostasis energética (Tschôp y cols., 2000; Horvath y 
cols., 2003) y en la regulaciôn de la ingesta (Asakawa y cols., 2001; Broglio y cols., 2003; 
Horvath y cols., 2003), siendo considerada actualmente como el segundo agente 
orexigénico mâs potente conocido después del NPY (Kaira y cols., 2003). Dicha acciôn 
orexigénica es independiente de la estimulaciôn de la secreciôn de GH, estando 
probablemente mediada por la activaciôn de neuronas del nûcleo arqueado (ARC) (Guan 
y cols., 1997; Kamegai y cols., 2001) que expresan péptidos orexigénicos, como el NPY o 
la Ag-RP (Cowley y cols., 2003; Toshinai y cols., 2003). El efecto de la administraciôn 
central de ghrelina sobre el peso corporal y la ingesta en los mamiferos es muy superior 
(mâs de 1.000 veces) al de la administraciôn periférica, lo que apoya la hipôtesis de que 
la ghrelina régula la homeostasis energética principalmente a través de mecanismos 
centrales (Wren y cols., 2001). Algunos autores sugieren que la ghrelina podria estar 
implicada en la iniciaciôn de la ingesta, dado que su administraciôn en humanos produce 
sensaciôn de hambre (Cummings y cols., 2001; Horvath y cols., 2001). De modo que la 
ghrelina es la ünica sehal periférica conocida en la actualidad capaz de equilibrar distintos 
factores de saciedad gastrointestinales, pancreâticos y adipociticos a través de sus 
efectos estimuladores del apetito (Marx, 2003). En definitiva, podria ser un reflejo agudo 
del estado del balance nutricional, indicando al SNC, en momentos de privaciôn de 
alimente, cuândo es necesario el incremento en la ingesta y el mantenimiento de un
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estado metabolico que garanties el ahorro energético (Horvath y cols., 2001). Todos 
estos datos inducen a pensar en la ghrelina como vinculo endocrino entre el estomago, el 
hipotalamo y la hipofisis.
Ademas de estas acciones, se ha implicado a la ghrelina en el control de otras 
funciones, como la secreciôn de PRL, la estimulacion de la secrecion de acido y la 
motilidad gastrica, funciones cardiovasculares, procesos de ansiedad y memoria, 
crecimiento de células neoplasicas y la regulaciôn del sueho (Muccioli y cols., 2002; 
Broglio y cols., 2003).
Se sabe muy poco acerca de los efectos de la ghrelina en vertebrados no 
mamiferos. La ghrelina muestra un potente efecto activador de la secreciôn de GH y PRL 
en anguila (Kaiya y cols., 2003a) y en tilapia (Riley y cols., 2002, Kaiya y cols., 2003b). 
Las inyecciones ICV e IP de ghrelina estimulan la ingestion de alimente en C. auratus 
(Unniappan y cols., 2002; 2004). Sin embargo, no esta claro si el efecto primario de la 
ghrelina sintetizada en el estômago de los peces es estimular la secreciôn de GH por la 
hipôfisis 0 estimular el comportamiento alimentario directa o indirectamente a través de 
factores orexigénicos hipotalâmicos.
3.1.5. Ritmos anuaies y diarios.
En la actualidad hay muy pocos estudios que analicen los posibles cambios 
estacionales en los niveles de ghrelina circulantes. Estudios realizados en mamiferos han 
puesto de manifiesto cambios en los niveles plasméticos de esta hormona a lo largo del 
ano, siendo elevados en otoho y bajos en invierno en el perro mapache {Nyctereutes 
procyonides) (Nieminen y cols., 2002). También en el zorro àrtico {Alopex lagopus) se 
han descrito fluctuaciones en la ghrelina plasmética, con niveles mâs altos en mayo que 
en noviembre (Fuglei y cols., 2004). En peces, concretamente en Lota Iota, Mustonen y 
colaboradores (2002a) encontraron cambios en los niveles plasméticos de ghrelina a lo 
largo del ciclo reproductor, con los valores més bajos antes y durante la freza y los mas 
elevados después de la freza.
Las posibles variaciones diarias de los niveles plasméticos de ghrelina han sido 
muy poco estudiadas hasta el momento. En humanos, las fluctuaciones diarias de la 
secreciôn de ghrelina estén relacionadas con la ingestiôn de alimente y el sueno, de 
modo que, durante las horas del dia, se produce un aumento en la ghrelina plasmética 
justo antes de cada comida, seguido por una caida postprandial (Muccioli y cols., 2002), 
mientras que por la noche se produce, a las 2:00 h, un ünico pico de mayor amplitud que 
los observados durante el dia (Shiiya y cols., 2002). Este incremento nocturno se
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amortigua cuando se priva a los sujetos de estudio del sueno, de modo que la ghrelina 
muestra solo un ligero incremento hasta primeras horas de la manana (Dzaja y cols., 
2004), sugiriendo que este incremento esté probablemente causado por procesos 
relacionados con el sueho més que por procesos circadianos. En rata los niveles de 
ghrelina en plasma y en estômago son altos durante el periodo de ayuno de la fase 
luminosa y bajos durante la noche, correlacionéndose inversamente con la ingesta 
(Sénchez y cols., 2004). Se han descrito ademés ritmos ultradianos de ghrelina en ratas 
mantenidas ad libitum que se correlacionan con los episodios de alimentaciôn que tienen 
lugar durante la fase oscura pero no con el patrôn de sueho/vigilia (Bagnasco y cols., 
2002; Toile y cols., 2002). Sin embargo, en ovejas estos ritmos ultradianos sôlo se 
observan cuando son alimentadas segûn un horario concreto, y desaparecen cuando 
tienen alimente disponible ad libitum (Sugino y cols., 2002b). Por el momento no esté 
claro si los niveles endôgenos de ghrelina influyen sobre la ingesta o si es la actividad 
alimentaria la que modifica los niveles de esta hormona (Toile y cols., 2002).
3.2. NEUROPÉPTIDO Y.
3.2.1. Estructura.
El neuropéptido Y (NPY) se aislô por primera vez en 1982 a partir de extractos de 
cerebro porcino (Tatemoto, 1982). Pertenece a una familia de péptidos denominada 
inicialmente familia de polipéptidos pancreéticos, a la que también pertenecen el péptido 
YY (PYY), el polipéptido pancreético (PP), que sôlo aparece en tetrépodos, y el 
péptido tyrosina pancreético (PY), que sôlo se ha encontrado en un grupo de teleôsteos, 
los acantomorfos (Cerdé-Reverter y cols., 2000a; Conlon, 2002). Todos estos péptidos 
constan de 36 aminoécidos y presentan en comùn la amidaciôn del extreme carboxilo 
terminal y dos hélices antiparalelas. Todas estas caracteristicas comunes y el elevado 
numéro de aminoécidos conservados sugieren una estructura tridimensional similar en 
todos los péptidos pertenecientes a esta familia (Beck-Sickinger, 1997). El NPY se 
caracteriza por la presencia del aminoécido Tyr en sus extremes C- y N- terminales, y su 
estructura primaria en distintos vertebrados se muestra en el Esquema 4. El NPY se 
encuentra en todas las especies de vertebrados estudiadas y se conoce su estructura en 
numerosas especies, tante de mamiferos como de aves, reptiles, anfibios y peces 
(C. auratus] D. labrax] G. morhua-, 0. mykiss; pintarroja mener: Scyliorhinus canicula] 
torpedo: Torpedo marmorata; lamprea de ho: Lampetra fluviatilis y bagre de canal: 
Ictalurus punctatus), mostrando en todas ellas una gran similitud (Larhammar y cols., 
1997; Cerdé-Reverter y Larhammar, 2000; Leonard y cols., 2001) (Esquema 4). En todas 
las especies estudiadas existen 22 posiciones idénticas, y las 14 posiciones variables
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muestran un elevado grado de conservaciôn en las sustituciones, de forma que sôlo 
existe una posiciôn que admite més de 2 aminoécidos alternatives, lo que indica que la 
estructura del NPY esté muy conservada en la evoluciôn (Larhammar y cols., 1997).
1________ 10________ 20________ 30_____^
i i i
Gnatôstomo ancestral YPSKPDNPGEDAPAEDLAKYYSALRHY I NL I TRQRY
Homo sapiens ---------------------------------- M -R-------------------------------------
Macaca mulata ---------------------------------- M -R-------------------------------------
Rattus norvergicus ---------------------------------- M-R-------------------------------------
Oryctolagus canicuius ---------------------------------- M-R-------------------------------------
Susscrofa  R-----------------
Bostaurus  R-----------------
“■
Cav/a porcellus ---------------------------------- M-R-------------------------------------
Alligator mississipiensis ---------------------------------- M- R-------------------------------------
Gopherus agassizii ---------------------------------- M -R-------------------------------------
Rana ndibunda ---------------------------------- M-----------------------------------------
Rana temporaria ---------------------------------- M-----------------------------------------
Xenopus laevis ---------------------------------- M-----------------------------------------
Xenopus laevis  D--M-----------------------------------------
Thyphlonectes nactans ---------------------------------- M-----------------------------------------
Dicentrarchus labrax —  V—  E--------------------E--------------------------------------------
Carassius auratus —  T---------------G--------E--------------------------------------------
G ad us morhua — — I —  E — — — — — —— DE——— —--------------- ------ ------— —
Oncorhynch us mykiss —  V —  E---------------T—E-----------T ------------------------------
Torpedo marmorata  G-------------------------------------------
Scyliorhinus canicula --------------------- G------------------------------------------------------
Lampetra fluviatilis F—N S-----------------------R—L — V--------------------------
Aminoécidos constantes —P —KP —  PG— AP------- A—Y— A—RH Y I N L I TRQRY
Esquema 4. Secuencia de NPY en diferentes vertebrados. Sôlo se muestran las posiciones que 
difieren de la secuencia deducida de un gnatôstomo ancestral. Los guiones indican aminoécidos 
idénticos a los de esta secuencia. Es posible que en la posiciôn 11 el gnatôstomo ancestral tuviese 
G en lugar de D. Las dos secuencias distintas de X. laevis podrian corresponder a loci separados. 
(Tornado de Cerdé-Reverter y cols., 2000a).
3.2.2. Distribuciôn.
El estudio de la distribuciôn de células y fibras NPY-inmunorreactivas (NPY-ir) en 
peces se ha realizado en especies pertenecientes a ôrdenes muy distintos 
(polipteriformes, poliptero, Polypterus senegalus: Chiba, 1997; acipenseriformes, esturiôn 
blanco, Acipenser transmontanus: Chiba y Homna, 1994; diponoos, pez pulmonado 
africano, Protopterus annectens: Vallarino y cols., 1995; cipriniformes, C. auratus: Pontet 
y cols., 1989, y T. tinca: Bonn, 1990; salmoniformes, O. mykiss: Danger y cols, 1991; 
perciformes, D. labrax: Cerdé-Reverter y cols., 2000b; ateriniformes, pejerrey.
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Odontestehes bonariensis: Traverso y cols., 2003; siluriformes, clarias, Clarias batrachus: 
Gaikward y cols., 2004) y, al igual que en los mamiferos, la distribuciôn del NPY en el 
SNC es heterogénea, identificandose material NPY-ir en distintas regiones encefalicas, 
con altas concentraciones en el diencéfalo, una densa red de fibras en la eminencia 
media, y coexistiendo con catecolaminas en determinadas regiones como el locus 
coeruleus (Pontet y cols., 1989). Ademas, se ha hallado expresiôn de ARNm de tipo 
NPY-“lil<e” en el telencéfalo caudoventral, el area preôptica, el talamo, el techo ôptico y el 
hipotalamo caudal del salmôn coho {Oncorhynchus kisutch) y del salmon real 
{Oncortynchus tshawytscha) (Silverstein y cols., 1998). También se ha detectado 
expresion de NPY en los circuitos visuales, gustativos y olfatorios que envian 
proyecdones hacia centres hipotalâmicos implicados en el control de la alimentaciôn en 
los peces (Cerdé-Reverter y cols., 2000b).
En la tenca se han encontrado cuerpos neuronales con una intensa 
inmunorreactividad trente a NPY en distintos nûcleos diencefélicos, y neuronas 
inmunoreactivas dispersas en regiones como el mesencéfalo y el buibo raquideo. 
También se ha descrito la presencia de fibras y axones inmunorreactivos a NPY en el 
buIbo ofatorio, en éreas dorsales y latérales del telencéfalo, y formando conexiones entre 
el nûcleo posterior periventricular y el nùcleo del receso lateral, en el hipotélamo ventral, 
en regiones latérales de la hipôfisis y en el lôbulo inferior del diencéfalo caudal (Bonn,
1990).
A nivel periférico, en ciertos peces, se ha demostrado la presencia de material 
NPY-ir en el péncreas endocrino y en el intestine (Cheung y cols., 1991), en el estômago 
(Karila y cols., 1997) y en el ovario (Leonard y cols., 2001).
3.2.3. Receptores y mécanisme de acciôn.
Todos los receptores de NPY conocidos hasta el momento pertenecen a la 
superfanilia de receptores acoplados a proteinas G (Larhamar, 1997; Blomqvist y 
Herzog, 1997; Larhamar y cols., 2001). La activaciôn de estos receptores inicia una 
cascada de respuestas celulares via adenilato ciclasa, inhibiendo la sintesis de AMPc, 
utilizando célcio como segundo mensajero o mediante la activaciôn de canales de 
potasio La uniôn tanto de ligandos endôgenos como sintéticos a los receptores de NPY 
es saturable y de alta afinidad, con una constante de disociaciôn (Ko) en el intervalo 
nanomolar.
El mamiferos se han identificado seis subtipos de receptores de NPY denominados 
Y1, Y2, Y3, Y4, Y5 e Y6 (Larhammar, 1997; Blomqvist y Herzog, 1997;
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Balasubramaniam, 2003). En peces se han clonado y caracterizado varies subtipos de 
receptores de NPY; los Ya, Yb e Yc en el pez cebra (Lundell y cols., 1997; Ringvall y 
cols., 1997; Starback y cols., 1999), el Yb de G. morhua (Arvidsson y cols., 1998), y el Yb 
de la trucha arcoiris (Larson y cols., 2003). Los tres subtipos estén acoplados a adenilato 
ciclasa, muestran una elevada afinidad por el NPY y el PYY (intervalo picomolar) y han 
sido detectados con mayor intensidad en el encéfalo, localizéndose ademés en ôrganos 
como el intestine y el ojo, al menos el subtipo Yb. Presentan més caracteristicas similares 
a la subfamilia Y1-Y4-Y6 que a los receptores Y2 6 Y5 de mamiferos; sin embargo, sôlo 
tienen un 45-50% de identidad en la secuencia de aminoécidos, por lo que son 
considerados como tres subtipos diferentes a los ballades hasta el momento en 
mamiferos. Por lo tanto, en los peces podria existir una familia de receptores para NPY 
diferente a la familia de receptores descrita en los mamiferos, lo que representaria un 
case ùnico desde un punto de vista evolutive. Otra posibilidad es que aûn no se haya 
conseguido detectar en los peces los subtipos descritos en mamiferos y/o viceversa 
(Larhammar y cols., 1997). Por otro lado, se ha sugerido que el subtipo Ya de los 
teleôsteos es el ortôlogo del subtipo Y4 de los mamiferos, mientras que los subtipos Yb e 
Yc son el resultado de una duplicaciôn de un subtipo pro-ortôlogo Yb/c que 
probablemente se ha perdido en los mamiferos (Salaneck y cols., 2001). En un estudio 
reciente realizado en D. rerio se ha clonado, caracterizado y determinado tanto la 
localizaciôn cromosômica como la distribuciôn tisular de un nuevo subtipo de receptor de 
NPY al que han denominado Y7, que présenta una mayor similitud con el receptor Y2 
(con una identidad del 51-54%) (Fredriksson y cols., 2004).
En cuanto a la localizaciôn de los receptores en los peces se han identificado sitios 
de uniôn para NPY en el cerebro de la perça plateada {Bairdiella chrysoura) (Okita y 
cols., 1991), el gatuso {Mustelus canis) (McVey y cols., 1996), P. annectens (Vallarino y 
cols., 1998) y C. carpio (Pirone y cols., 2003). En el encéfalo de C. carpio los sitios de 
uniôn para NPY presentan una amplia distribuciôn que se corresponde bastante bien con 
la distribuciôn de elementos NPY-ir.
La degradaciôn del NPY en la periferia se lleva a cabo por acciôn de distintas 
peptidasas, como la aminopeptidasa P, la dipeptidilpeptidasa IV y la endopeptidasa-2 
(Balasubramaniam, 2003). En el SNC, la terminaciôn de la acciôn del NPY una vez 
liberado a la brecha sinéptica podria realizarse por dos mecanismos diferentes. Por un 
lado, puede ser degradado por una proteinasa perteneciente a la familia de las aspartato 
proteasas, o bien puede tener lugar una internalizaciôn y metabolismo de los complejos 
NPY-receptor tras la activaciôn del receptor (Stenfors y cols., 1997).
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3.2.4. Actividades bioiogicas. Regulaciôn de la ingesta y el estado nutricional.
En los mamiferos, numerosos estudios han puesto de manifiesto la participaciôn del 
NPY en el control de variadas funciones fisiolôgicas (secreciôn de GH y gonadotropinas, 
presiôn arterial, ansiedad, memoria, secreciôn intestinal) y comportamentales 
(comportamiento sexual y alimentario) (Markiewicz y cols., 2003; Konturek y cols., 2004; 
Jones y cols., 2004).
En los teleôsteos, el NPY estimula la secreciôn de GH y gonadotropinas (Peng y 
cols., 1990), interviniendo en la regulaciôn del crecimiento y la reproducciôn (Peng y 
cols., 1993). Ademas, en base al hallazgo de material inmunorreactivo frente a NPY en el 
sistema visual de C. batrachus, se ha sugerido que el NPY podria estar implicado en el 
procesamiento de la informaciôn quimiosensorial (Gaikwad y cols., 2004). Varios estudios 
relacionan al NPY con el comportamiento alimentario (Silverstein y cols., 1998; 
Lôpez-Patiho y cols., 1999; Namaware y cols., 2000; Voikoff y cols., 2003). La 
administraciôn intracerebroventricular (ICV) de NPY en C. auratus incrementa la ingesta 
(Lôpez-Patiho y cols., 1999; Voikoff y cols., 2003), mientras que la administraciôn 
intraperitoneal (IP) no afecta al comportamiento alimentario (Lôpez-Patiho y cols., 1999), 
lo que indica que el NPY en teleôsteos ejerce una acciôn central sobre la ingesta, como 
también sucede en otros vertebrados: reptiles (Morris y Crews, 1990), aves (Richardson y 
cols., 1995) y mamiferos (Wieland y cols., 2000). El subtipo de receptor implicado en la 
regulaciôn del comportamiento alimentario ha sido descrito como Yl-Tike" (Silverstein y 
cols., 1998; Narnaware y Peter, 2001a; De Pedro y cols., 2000), coincidiendo con lo 
encontrado en mamiferos, en los que tanto el subtipo Y1 como el Y5 intervienen en la 
regulaciôn de la ingesta en la rata (Inui, 1999; Chamorro y cols., 2002), si bien la 
contribuciôn de ambos subtipos parece diferir entre especies (Lecklin y cols., 2002).
El mecanismo de acciôn por el que el NPY estimula la ingesta en los peces aùn no 
se conoce. Se ha observado que la administraciôn de naloxona, antagonista general de 
los péptidos opioides, disminuye la ingesta estimulada por NPY en C. auratus (De Pedro 
y cols., 2000), igual que sucede en mamiferos (Levine y Billington, 1997). Estos 
resultados sugieren la existencia de una interacciôn entre el NPY y el sistema opioide en 
la regulaciôn del comportamiento alimentario en vertebrados, en la que el NPY 
participaria en la iniciaciôn de la alimentaciôn, mientras que los péptidos opioides se 
encargarian de su mantenimiento. Por otro lado, tanto en mamiferos (Yoshihara y cols., 
1996; Levine y Billington, 1997) como en peces (Silverstein y cols., 1998; Lôpez-Patiho y 
cols., 1999), el NPY parece estar implicado en la estimulaciôn de la ingesta inducida por 
ayuno. Se ha detectado un incremento en la expresiôn del ARNm de NPY en el
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hipotalamo tras un ayuno agudo (3 dias) en el carpin (Narnaware y Peter, 2001b) y 
prolongado (3 semanas) en el salmon del Paclfico (Silverstein y cols., 1998). 
Recientemente, se han demostrado también en peces modificaciones de la expresion 
génica de NPY en el encéfalo de carpin en respuesta a variaciones en la composiciôn de 
la dieta (Narnaware y Peter, 2002).
3.2.5. Ritmos anuaies y diarios.
El primer estudio que analiza posibles variaciones diarias en el contenido de NPY 
se realize en 1990 por Jhanwar-Uniyal y colaboradores en la rata, encontrando 
interesantes diferencias entre nûcleos encefâlicos. Asl, la concentraciôn de NPY en el 
NSQ y el ARC sigue un ritmo bimodal significativo con un pico inmediatamente antes del 
inicio de la escotofase y otro al inicio de la fase luminosa; mientras que en la division 
parvocelular del nûcleo paraventricular (NPV) el ritmo es unimodal, con la acrofase antes 
del inicio de la fase oscura. En otras éreas hipotalémicas, como la division magnocelular 
del NPV, el nûcleo dorsomedial, el nûcleo ventromedial o la eminencia media, no se 
hallaron ritmos diarios del neuropéptido. También Shinohara e Inouye (1995) han descrito 
un ritmo diario en la densidad de fibras NPY-ir en el NSQ. Concretamente, en ratas 
mantenidas en condiciones L/D el contenido de NPY del NSQ aumenta después de la 
transiciôn L/D o D/L, mientras que estos cambios no se producen en ratas mantenidas en 
oscuridad constante, si bien este patron bimodal no se ha hallado en todas las especies 
(Reuss y Olcese, 1995). El ritmo bimodal observado en el NSQ podria estar relacionado 
con el papel que este nûcleo hipotalémico desempeha en el control y mantenimiento de la 
mayoria de los ritmos circadianos de los vertebrados (Moore y Card, 1989).
Xu y colaboradores (1999) mostraron que la expresiôn génica hipotalémica de 
péptidos estimuladores del apetito (NPY, galanina, POMC) es elevada durante la fase 
luminosa, unas horas antes del inicio de la actividad alimentaria, cuando los niveles de 
leptina son minimos. Concretamente, se ha encontrado un ritmo diario de expresiôn del 
ARNm del NPY en el hipotélamo de ratas mantenidas bajo un fotoperiodo 12L:12D y 
14L;10D, con los valores més altos 2-4 h antes del inicio de la fase oscura (Akabayashi y 
cols., 1994; Xu y cols., 1999). Este ritmo desaparece cuando se restringe la disponibilidad 
del alimente a 4 h al dia durante la fase luminosa (de 11:00 a 15:00) durante 4 semanas.
Ademés de las variaciones diarias se han descrito variaciones estacionales en la 
densidad de fibras NPY-ir en el NSQ del jerbo {Jaculus orientalis) (Lakhdar-GhazaI y 
cols., 1995), mostrando valores més elevados en otoho (periodo de repose sexual) que 
en primavera-verano (periodo de actividad sexual). En otras especies estas variaciones 
son independientes de los niveles de esteroides sexuales circulantes y podrian depender
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del fotoperiodo. Pruebas a favor de esta posibilidad se han encontrado en el hamster sirio 
{Mesocricetus auratus), en el que los fotoperiodos cortos producen un incremento en el 
numéro de neuronas NPY-ir en la hoja intergeniculada que proyecta fibras al NSQ (Jacob 
y cols., 1998). Sin embargo, en el hamster siberiano {Phodopus sungorus) se ha 
observado que los cambios en el fotoperiodo no afectan a la expresiôn del ARNm del 
NPY en el ARC (Mercer y cols., 2000).
Hasta la fecha no existe ningûn estudio en la bibliografia que analice ni variaciones 
diarias ni estacionales de NPY en los peces.
3.3. LEPTINA.
3.3.1. Estructura.
Zhang y colaboradores (1994), mediante el uso de técnicas de clonaciôn posicional, 
identificaron una proteina de 167 aa producto del gen obese (ob) a la que denominaron 
leptina (derivada del griego “leptos”, que significa delgado). Los analisis posteriores de la 
estructura cristalina de la leptina, mediante técnicas de resonancia magnética nuclear, 
revelaron que présenta 4 hélices, A, B, C y D, y un ùnico puente disulfuro que une 
cisteinas dentro de las hélices C y D, y que es indispensable para la actividad biolôgica 
de esta hormona (Zhang y cols., 1994; Cohen y cols., 1996). La leptina contiene un 
péptido sehal de 21 aminoécidos que es escindido, rindiendo una proteina circulante no 
glicosilada de 16kDa y 146 aa. La secuencia de aminoécidos de la leptina humana 
présenta una identidad del 85% respecte a la leptina murina y un 84% con la leptina de 
rata, mientras que la leptina de ratôn y la de rata muestran un 96% de identidad en su 
estructura primaria (Zhang y cols., 1994; Ogawa y cols., 1995).
Hasta el momento, la leptina sôlo ha sido aislada en mamiferos y aves (Doyen y 
cols., 2001); sin embargo, datos recientes sugieren que también puede expresarse en 
otros grupos de vertebrados (Jensen, 2001). De hecho, se ha descrito material 
leptina-“like” inmunorreactivo en anfibios (Muruzébal y cols., 2002), reptiles (Paulocci y 
cols., 2001; Muruzébal y cols., 2002) y peces (Johnson y cols., 2000; Yaghoubian y cols , 
2001; Muruzébal y cols., 2002; Mustonen y cols., 2002a).
3.3.2. Distribuciôn.
Inicialmente, se pensé que la leptina era secretada exclusivamente por los 
adipocitos maduros (Zhang y cols., 1994), pero posteriormente se demostrô que, aunque 
la leptina es secretada principalmente por el tejido adiposo blanco, también otras células 
y tejidos como trofoblastos placentarios, mùsculo, estômago, cerebro, epitelio mamario
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de primates y roedores e higado de aves expresan esta hormona (Keisler y cols., 1999; 
Ahima y Flier, 2000; Ahima y cols., 2000), variando sus capacidades 
lipoliticas-lipogénicas en los distintos tejidos.
En un estudio reciente, Johnson y colaboradores (2000) mostraron la expresiôn de 
leptina en corazôn, higado, cerebro y sangre de L  cyanellus, perça americana 
{Micropterus salmoides), pez sol {Lepomis macrochirus) y perca amarilla {Pomonix 
annularis), y en sangre de 0. mykiss e /. punctatus. También en la lota se ha demostrado 
la presencia de un péptido leptina-'like" tanto en higado (principal sitio de 
almacenamiento de grasa en esta especie) como en sangre (Mustonen y cols., 2002a; 
Nieminen y cols., 2003). Aunque la mayor expresiôn aparece en el cerebro, Johnson y 
colaboradores (2000) atribuyen esta mayor intensidad de la sehal no a la sintesis de 
leptina en el cerebro, sino mas bien a una menor degradaciôn, que puede deberse a la 
elevada densidad de receptores en el cerebro respecto a otros tejidos, con lo que la 
leptina unida a sus receptores podria estar protegida de la proteolisis asociada a la 
extracciôn y homogenizaciôn del tejido (Tartaglia y cols., 1995). Muruzabal y 
colaboradores (2002) encontraron también material inmunorreactivo frente a leptina en el 
estômago de 0. mykiss y de otros poiquilotermos tanto en células endocrinas como en el 
plexo nervioso entérico.
3.3.3. Receptores y mecanismos de acciôn.
La gran similitud estructural entre los receptores de leptina (Ob-R) y los de 
citoquinas ha llevado a numerosos autores a considerar a la leptina como un miembro de 
la clase I de la familia de receptores de citoquinas (Keisler y cols., 1999). Hasta el 
momento, el Ob-R sôlo ha sido identificado en aves (Richards y Poch, 2003) y mamiferos 
(Tartaglia y cols., 1995). Se trata de una proteina transmembrana de tipo I (extremo 
N-terminal extracelular) de elevada afinidad (Kd = 250-700 pM). En mamiferos se han 
caracterizado 5 isoformas del receptor de leptina (Ob-Ra-e) que se producen por un 
mecanismo de “splicing” alternative del gen (Li y cols., 1998).
Inicialmente los receptores de leptina se clonaron a partir de plexos coroideos 
(Tartaglia y cols., 1995). En el SNC se ha detectado expresiôn de Ob-R en el hipotalamo 
ventromedial y dorsomedial, el ARC, el hipocampo, el talamo, el cortex piriforme y la 
hipôfisis anterior. En la periferia, los Ob-R se expresan en una gran variedad de tejidos: 
adipocitos, higado, pancreas (células p productoras de insulina), rihôn, bazo, pulmon, 
corazôn, musculo esquelético, nôdulos linfaticos, tiroides, glandulas adrenales, ovario, 
ütero, prôstata, testlculo, espermatozoides, cartllago-hueso fetal y folfculos pilosos.
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(Bates y Myers, 2003; Jope y cols., 2003), pero las posibles funciones de la leptina en 
estos tejidos aùn no han sido determinadas.
3.3.4. Actividades bioiogicas. Regulaciôn de la ingesta y el estado nutricional.
En los mamiferos, la leptina es una hormona que participa en el control de 
funciones muy diverses, entre las que se encuentran la funciôn inmune, la 
hematopoyesis, la reproducciôn y, principalmente, la regulaciôn del balance energético 
(Keisler y cols., 1999; Moran y Phillip, 2003; Sahu, 2004b).
Inicialmente se considéré a la leptina como una sehal de saciedad, ya que su 
ausencia en ratones ob/ob se asocia con hiperfagia y obesidad (Pelleymuonter y cols., 
1995). Sin embargo, estudios posteriores han demostrado que sus efectos son mucho 
mâs complejos que la simple supresiôn del apetito. Existen numerosos datos que apoyan 
la participaciôn de la leptina en el control del balance energético. Se ha demostrado que 
existe una estrecha correlaciôn positiva entre la expresiôn y secreciôn de leptina y la 
cantidad de grasa corporal, tanto en roedores como en humanos (Langendonk y cols., 
1998; Meister, 2000; Sahu, 2004b). En peces (L. macrochirus y P. annularis) se ha 
hallado una correlaciôn positiva entre el porcentaje de grasa corporal y las 
concentraciones cerebrales de leptina, pero no con sus niveles plasméticos (Johnson y 
cols., 2000). También se ha descrito que la administraciôn central y periférica de esta 
hormona disminuye la ingesta y el peso corporal en los vertebrados estudiados (peces; 
Voikoff y cols., 2003; De Pedro y cols., 2004; reptiles: Niewiarowki y cols., 2000; aves y 
mamiferos: Ahima y cols., 1996). Este efecto anorético es mucho mas potente tras la 
administraciôn central, sugiriendo que el control de la homeostasis energética por la 
leptina se realiza principalmente a través del SNC (Voikoff y cols., 2003). En los peces se 
han descrito otras acciones de la leptina, ademés de efectos sobre la ingesta y el 
metabolismo energético, como la estimulaciôn de la secreciôn in vitro de LH y 
somatostatina en D. labrax (Peyon y cols., 2001; 2003) y de LH/FSH en O. mykiss (Weil y 
cols., 2003).
Aunque estudios preliminares pusieron de manifiesto que la administraciôn 
periférica crônica de leptina en ciertos peces (0. kisutch, Baker y cols., 2000; 
L  cyanellus, Londraville y Duvall, 2002) no parece afectar al peso corporal, estudios 
posteriores han descrito resultados similares a los hallados en otros vertebrados. 
Concretamente en C. auratus la administraciôn crônica IP de esta hormona reduce 
significativamente el peso corporal tras 10 dias de tratamiento (De Pedro y cols., 2004).
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Se han descrito correlaciones entre los niveles de leptina y el estado nutricional, 
con menores niveles circulantes de la hormona durante periodos de restricciôn del 
alimente o ayuno (Johnson y cols., 2000; Bagnasco y cols., 2002; Nieminen y cols., 
2001). Los menores niveles circulantes de leptina en L. cyanellus en ayuno sugieren que 
también en los peces parece existir un factor leptina-“like” sensible al estado nutricional 
(Johnson y cols., 2000), de modo que la restricciôn de alimente en peces iria 
acompahada por un descenso en la sehalizaciôn por leptina, que se traduce en un 
incremento de la sensibilidad para esta hormona y una atenuaciôn de la respuesta a las 
sehales de saciedad (Voikoff y cols., 2003). No obstante, parece existir una variabilidad 
interespecifica en esta relaciôn leptina-ayuno en los peces, ya que en O. kisutch (Baker y 
cols., 2000) el ayuno no parece afectar a dicha sensibilidad. Otro de los factores que 
afectan a la respuesta de la leptina al ayuno puede ser la temperatura del agua, como 
sucede en L  lota (Nieminen y cols., 2003).
3.3.5. Ritmos anuaies y diarios.
Se han descrito patrones diarios de secreciôn de leptina en roedores y en humanos 
(Licinio y cols., 1998; Xu y cols., 1999; Pu y cols., 2000; Ahima y cols., 2000; Kanabrocki 
y cols., 2001). Los niveles sanguîneos de leptina aumentan al inicio de la fase oscura, 
alcanzando el maximo en la mitad de dicha fase y disminuyendo gradualmente hasta 
valores minimos que se mantienen durante la fase luminosa. Este patrôn de secreciôn 
puede ser desacoplado del fotoperiodo y sincronizado por la alimentaciôn mediante la 
restricciôn de la disponibilidad de alimente a unas pocas horas durante el periodo 
luminoso, de modo que el incremento en la leptina circulante tiene lugar poco después 
del inicio de la alimentaciôn. Los cambios circadianos en los niveles circulantes de leptina 
presentan un retraso respecto al ritmo de sintesis de leptina en los adipocitos y al ritmo 
de expresiôn de los receptores hipotalâmicos de esta hormona (Xu y cols., 1999). Este 
patrôn diario ademâs de estar sincronizado por el momento de la alimentaciôn (Schoeller 
y cols., 1997) también parece estar regulado por otros factores como el sexo y las 
variaciones diarias de insulina y glucosa (Ahrén, 2000).
Ademas de las oscilaciones diarias en los niveles de leptina, se han observado 
marcadas variaciones estacionales en algunos mamiferos. En dos especies de cànidos, 
el perro mapache y el zorro ârtico, los niveles de leptina son bajos en verano e inicio de 
otoho y aumentan significativamente en septiembre-octubre, disminuyendo râpidamente 
en el plazo de una semana (Nieminen y cols., 2001). El incremento observado en 
septiembre-octubre coincide con el aumento en el indice de masa corporal 
(peso/longitud) debido a un incremento en el almacenamiento de grasa. En mamiferos se
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ha sugerido también la existencia de diferencias estacionales en la sensibilidad a leptina 
(Clarke y cols., 2000; Nieminen y cols., 2002).
En teleôsteos, se ha descrito en un ùnico estudio realizado en L  lota, variaciones 
en los niveles circulantes de leptina en relaciôn con la freza, con niveles bajos antes y 
durante la reproducciôn y mas altos después de la freza (Mustonen y cols., 2002a).
3.4. MONOAMINAS ENCEFALICAS.
En todos los grupos de vertebrados, incluidos los peces, las rutas de sintesis y 
degradaciôn de las monoaminas son cualitativamente idénticas (Winberg y Nilsson, 
1993).
3.4.1. Sintesis y degradaciôn.
La ruta de biosintesis de las catecolaminas consta de cuatro etapas (Esquema 5). 
La tirosina es captada desde la circulaciôn y transformada en L-3,4-dihidroxifenilalanina 
(L-DOPA) por acciôn de la tirosina hidroxilasa (TH), enzima soluble présente en el citosol 
de todas las células sintetizadoras de catecolaminas. Esta primera etapa es el paso 
limitante de la ruta biosintética, estando la TH sometida a inhibiciôn por producto final 
(L-DOPA y DA). A continuaciôn, la L-DOPA es descarboxilada por acciôn de la 
L-aminoacido-aromàtico descarboxilasa (L-AAAD), dando lugar a dopamina (DA). En las 
neuronas noradrenérgicas la DA es transformada a noradrenalina (NA) por la 
dopamina-p-hidroxilasa (DApOH). Por ùltimo, en las neuronas adrenérgicas, la 
feniletanolamina-N-metiltransferasa (PNMT) metila a la NA formando adrenalina (A).
Como sucede con el resto de los neurotransmisores, las catecolaminas se 
almacenan y concentran en vesiculas que liberan su contenido al espacio sinéptico 
cuando se despolariza la membrana presinéptica. La acciôn de las catecolaminas es 
finalizada en la brecha sinéptica por degradaciôn enzimatica, mediante recaptura por las 
propias neuronas sintetizadoras o por células gliales y degradaciôn intraneuronal. Tras la 
recaptura, las catecolaminas sufren una desaminaciôn oxidativa catalizada por la enzima 
monoamino oxidasa (MAO), rindiendo los correspondientes aldehfdos. Los aldehidos 
formados pueden convertirse en el correspondiente acido o alcohol por acciôn de una 
aldehido deshidrogenasa o una aldehido reductasa, respectivamente. Las catecolaminas 
de la brecha sinéptica pueden ser inactivadas por la catecol-O-metil transferasa (COMT), 
que cataliza la metilaciôn del grupo hidroxilo.
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Esquema 5. Ruta de biosintesis y degradaciôn de catecolaminas. L-AAAD: L-aminoâcido 
aromatico descarboxilasa; COMT: catecol-O-metil transferasa; DA: dopamina;
DApOH: dopamina-p-hidroxilasa; HMPG: 4-hidroxi-3-metoxifenilglicol; MAO: monoamino oxidasa; 
NA: noradrenalina; NM: nomietanefrina; PNMT: feniletanolamina-/V-metiltransferasa; TH: tirosina 
hidroxilasa; Tir: tirosina. (Modificado de Alonso-Solfs, 1992).
El principal metabolite de la NA es el 4-hidroxi-3-metoxifenilglicol (HMPG). En los 
peces, los metabolitos principales de la DA varfan dependiendo de las especies, 
pudiendo ser àddo homovalinico (HVA), âcido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) o 
3-metoxitiramina (Winberg y Nilsson, 1993). En varias especies de teleôsteos 
pertenecientes al orden cipriniformes, el principal producto de degradaciôn es el DOPAC 
(Sloley y cols., 1992).
El paso inicial en la sintesis de serotonina es el transporte facilitado del aminoécido 
L-triptôfano desde la sangre hasta el cerebro. La ruta biosintética de serotonina 
(Esquema 6) implica inicialmente la conversiôn del L-triptôfano en 5-hidroxitriptôfano 
poracciôn de la L-triptôfano hidroxilasa (TPH), enzima limitante de la sintesis de 
serotonina. Finalmente, el 5-hidroxitriptôfano es descarboxilado por la acciôn de la L- 
aminoâcido aromatico descarboxilasa (L-AADC), forméndose asi la serotonina (Fuller, 
1985; Feldman y cols., 1997).
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El metabolismo de la serotonina (Esquema 6) consiste en su oxidaciôn por acciôn 
de la MAO, que se présenta en dos formas moleculares diferentes, la MAO-A y la 
MAO-B y transforma la serotonina en 5-hidroxindol acetaldehido, que a su vez es 
metabolizado por una aldehido deshidrogenasa para producir acido 5-hidroxindolacético, 
metabdito principal de la serotonina. Existe ademas una ruta metabôlica altemativa que 
consiste en la transformaciôn del 5-hidroxindol acetaldehido en 5-hidroxitriptofol por 
acciôn de una aldehido reductasa, pero esta via se considéra minoritaria.
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Esquema 6. Ruta de biosintesis y degradaciôn de la serotonina. TPH: triptôfano hidroxilasa; 
L-AAAD: L-aminoàcido aromatico descarboxilasa; MAO: monoamino oxidasa; AD: aldehido 
deshidngenasa; AR: aldehido reductasa. (Tornado de Gômez-Jarabo, 1997).
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Como en el caso de las catecolaminas, la serotonina es almacenada primariamente 
en vesiculas y liberada por un mecanismo exocitotico dependiente del Ca^ .^ Este 
almacenamiento en vesiculas es necesario para protéger a la serotonina de la 
degradaciôn intraneuronal por la monoaminooxidasa.
3.4.2. Distribuciôn.
En los peces, las células catecolaminérgicas son especialmente abondantes en el 
tronco cerebral y también, aunque en menor medida, en el hipotalamo, que ademas 
recibe una inervaciôn catecolaminérgica importante (Parent, 1983; Winberg y Nilsson, 
1993). En el encéfalo de teleôsteos, como en otros vertebrados, la A se encuentra en 
concentraciones muy bajas y su funciôn aùn no es bien conocida (Nilsson, 1989; Winberg 
y Nilsson, 1993).
El sistema serotoninérgico central de los vertebrados es filogenéticamente antiguo y 
esta muy conservado a lo largo de la evoluciôn, participando en funciones similares en 
todos los vertebrados (Parent, 1981). En el encéfalo de los peces, las células 5-HT-ir 
presentan una amplia distribuciôn, apareciendo en el telencéfalo, el diencéfalo y el tallo 
cerebral (Cuadrado y cols., 1993; Adrio y cols., 1999; Chiba, 1999; Chiba y Oka, 1999).
3.4.3. Receptores.
En mamiferos se han descrito varios subtipos de receptores adrenérgicos, ai, œ2, 
Pi, Pz, p3. y 5 subtipos de receptores dopaminérgicos, D1-D5. Estos receptores se 
localizan tanto en la neurona postsinéptica, donde participan en la transducciôn de la 
sehal, como en la neurona presinéptica, donde regulan la liberaciôn y recaptura del 
neurotransmisor.
En los peces hay pocos datos acerca de los subtipos de receptores 
catecolaminérgicos y de las funciones en las que estén implicados. Por el momento no 
existen datos sobre la participaciôn de receptores p-adrenérgicos (Winberg y Nilsson, 
1993), pero se han descrito algunas funciones reguladas por receptores “ai-like” (Chang 
y cols., 1991; De Pedro y cols., 1998a), "az-like" (De Pedro y cols., 1995) y “Drlike” y 
“D2-like” (Sloley y cols., 1991; De Pedro y cols., 1998a).
Actualmente se han descrito 13 subtipos de receptores serotoninérgicos en 
humanos, que se dividen en 7 clases diferentes (5-HT1-5-HT7) y dos superfamilias: la 
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G, cuyo segundo mensajero es el 
AMPc (5-HTia, 5-HT1B. 5-HTid. 5-HTie, 5-HTif, 5-HT4, 5-HTsa, S-HTsb, 5-HTe y 5-HT7), o 
el inositol trifosfato (5-HT2A, 5-HT2B y 5-HT2c). y la superfamilia de canales iônicos (5-HT3)
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(Chilmonczyk, 1995). Existen ademas varias isoformas para alguno de estos receptores 
con distinta distribuciôn, lo que podria implicar funciones especfficas de tejido. Las 
diferentes isoformas podrian diferenciarse ademas en las tasas de 
desensibilizaciôn/internalizaciôn del receptor, el transite intracelular y/o la eficacia de 
uniôn a proteinas G. Sin embargo, el papel precise de estas isoformas aùn no esta claro 
(Hoyer y Martin, 1996; Barnes y Sharp, 1999).
3.4.4. Actividades bioiogicas. Regulaciôn de la ingesta.
La participaciôn de las monoaminas en el control de la ingesta en los mamiferos 
esta ampliamente demostrada, y los mecanismos implicados en esta regulaciôn parecen 
ser similares en todas las especies estudiadas. Estudios realizados en mamiferos 
(Capuano y cols., 1992; Wellman y cols., 1993) y en aves (Hagemann y cols., 1998) 
revelaron que los receptores ai- y a2-adrenérgicos median acciones antagônicas, es 
decir, el comportamiento alimentario es estimulado por la activaciôn de los receptores ai 
pero inhibido por los ai. El posible efecto de la DA sobre la ingesta es controvertido, ya 
que depende del ârea encefâlica estudiada y de las dosis ensayadas. Asi, mientras que 
la inyecciôn de esta catecolamina en el hipotalamo lateral incrementa la ingesta de forma 
dosis dependiente (Shiraishi, 1991), en otros estudios se obtiene un efecto general de 
inhibiciôn de la ingesta por DA (Bednar y cols., 1995; Bernardis y Bellinger, 1996; Yang y 
cols., 1997), contribuyendo dicha catecolamina a la finalizaciôn de la ingestiôn de 
alimente en mamiferos (Westerink y cols., 1997). En la actualidad desconocemos el 
posible papel de la A como mediador de la regulaciôn del apetito en los vertebrados.
En mamiferos, la 5-HT participa a nivel central en el control del comportamiento 
alimentario y del peso corporal. Esta indolamina reduce la ingesta afectando tanto a la 
cantidad de alimente ingerido como a la frecuencia de ingestiôn (Blundell y Hill, 1989; 
Leibowitz y Alexander, 1998; Meguid y cols., 2000), estando los receptores 5-HTib 
implicados en la regulaciôn de la cantidad de alimente ingerido, y los 5-HT2c en la 
frecuencia de alimentaciôn (Grignaschi y Samanin, 1992). La activaciôn combinada de 
ambos subtipos de receptores 1B y 2C produciria una expresiôn total de saciedad de 
origen serotoninérgico (Simansky, 1996). Ademés de las acciones centrales de la 5-HT 
sobre la ingesta, las numerosas acciones endocrinas, neuroendocrinas y paracrinas de la 
5-HT en tracto gastrointestinal y sistema vascular sugieren la participaciôn de esta 
indolamina como mediador periférico de saciedad.
En los peces, estudios realizados por De Pedro y colaboradores han mostrado la 
relevancia del control monoaminérgico en el comportamiento alimentario en el carpin.
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Asi, la inyecciôn ICV de antagonistes de receptores ai-adrenérgicos incrementa la 
ingesta, mientras que la administraciôn de antagonistes a2-adrenérgicos la inhibe 
(De Pedro y cols., 1995; 1998a). Por otra parte, la estimulaciôn central de los receptores 
Di y D2 reduce la ingesta (De Pedro y cols., 1998a), por lo que también en los peces la 
DA parece contribuir a la finalizaciôn de la ingestiôn de alimente. En cuanto a la 
paticipaciôn de la A, la falta de modificaciones en su contenido hipotalémico tras un 
periodo de ayuno parece indicar que no participa de forma relevante en la regulaciôn del 
comportamiento alimentario al menos en el carpin (De Pedro y cols., 2001a). Existen 
pocos estudios acerca de la participaciôn de la 5-HT en la regulaciôn de la ingesta y el 
estado nutricional en los peces. En un primer estudio se afirma que la 5-HT no parece ser 
una sehal importante en el control de la ingesta de hidratos de carbono en la trucha 
arcoiris (Johnston y cols., 1992). Estudios posteriores demuestran en C. auratus un 
efecto anorético central de la 5-HT, mediado en parte por CRF (De Pedro y cols., 1998c).
La relevancia fisiolôgica de esta regulaciôn monoaminérgica de la ingestiôn de 
alimente esté corroborada por el hecho de que modificaciones agudas o crônicas en la 
composiciôn de nutrientes y la restricciôn o deprivaciôn de alimente alteran el contenido 
cerebral de monoaminas, tanto en mamiferos (Hajnal y Lénérd, 1997; Morien y cols., 
1999; Meguid y cols., 2000) y aves (Tachibana y cols., 2001) como en peces (Johnston y 
cols., 1992; De Pedro y cols., 1998b, 2001a, 2003). El estado nutricional parece afectar a 
la actividad serotoninérgica en los peces, ya que se han encontrado incrementos del 
5-HIAA y del indice de recambio de esta indolamina en el encéfalo tras distintos periodos 
de ayuno y restricciôn de alimente en la farra {Coregonus lavaretus) (Jobling y cols., 
1999) y en O. mykiss (Ruibal y cols.,2002).
3.4.5. Ritmos anuaies y diarios.
Numerosos estudios han descrito variaciones estacionales en el contenido 
encefélico de monoaminas en diferentes especies de teleôsteos que podrian estar 
relacionadas con el ciclo reproductor (Senthiikumaran y Joy, 1995, 1996; Joy y cols., 
1998; Saligaut y cols., 1999; Hernéndez-Rauda y Aldegunde, 2002), teniendo en cuenta 
el papel que ejercen las monoaminas hipotalémicas (inhibidor: DA o estimulador: NA y 
5-HT) sobre la secreciôn de la GTH II (Peter y cols., 1991).
El perfil anual del contenido hipotalémico de monoaminas depende de la especie, 
de manera que mientras en determinadas especies DA y NA siguen perfiles inversos a lo 
largo del ciclo reproductor {Pigoœntrus natatus, Guerrero y cols., 1990; C. batrachus, 
Manickam y Joy, 1990; Heteropneustes fossilis, Senthiikumaran y Joy, 1995), en otras.
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ambas aminas siguen patrones paralelos (cabeza de serpiente, Channa punctatus, Khan 
y Joy, 1988a). En relaciôn con el sistema serotoninérgico, mientras que en machos de 
pargo amarillo {Lutjanus argentiventris) no se producen modificaciones en la 5-HT 
hipotalémica ni hipofisaria a lo largo del ciclo reproductor (Hernéndez-Rauda y 
Aldegunde, 2002), en C. punctatus los niveles méximos de 5-HT se alcanzan después de 
la freza (noviembre) y van disminuyendo durante el periodo preparatorio (febrero) y el 
periodo pre-freza (mayo) (Khan y Joy, 1988a).
Las variaciones estacionales en el contenido hipotalémico de monoaminas pueden 
deberse no sôlo a la acciôn de los esteroides gonadales, sino que también parecen 
depender del fotoperiodo y la temperatura. Asi, en H. fossilis los fotoperiodos largos y las 
altas temperaturas producen un incremento en la A y la NA y en las actividades 
enziméticas responsables de su sintesis (DApOH y PNMT), mientras que disminuyen los 
niveles de DA (Senthiikumaran y Joy, 1995). En la tilapia mosambica {Oreochromis 
mossambicus), la aciimataciôn térmica a elevadas temperaturas provoca cambios en el 
contenido cerebral de NA y 5-HT dependientes del sexo y la regiôn cerebral. En el 
hipotélamo, el contenido de NA y 5-HT es menor a 32°C que a 26°C (Tsai y Wang, 1997).
Ademés de las variaciones anuaies, también se han descrito ritmos diarios en el 
contenido hipotalémico y en ia actividad neuronal monoaminérgica tanto en mamiferos 
(Ozaki y cols., 1993; Morien y cols., 1995, 1999; Arutiunian y cols., 2001) como en 
teleôsteos (Khan y Joy, 1988a,b; De Pedro y cols., 1998b; Hernéndez-Rauda y 
Aldegunde, 2002). Estos ritmos diarios pueden estar influidos por la temperatura y el 
fotoperiodo (Khan y Joy, 1988a), o sincronizados con la ingestiôn de alimente (De Pedro 
y cols., 1998b). Ademés, Khan y Joy (1988b) encontraron que los ritmos diarios de 
monoaminas hipotalémicas y actividad MAO registrados en Channa punctatus varian o 
pueden incluse desaparecer segûn la estaciôn del aho.
3.5. INTERACCIONES ENTRE DISTINTOS REGULADORES DE LA INGESTA.
Aunque es grande la complejidad existante, a continuaciôn se resumen algunos de 
los datos disponibles que permiten relacionar las acciones de distintos reguladores de la 
ingesta y las posibles interacciones entre elles. La leptina, secretada por el tejido adiposo 
blanco y el estômago, atraviesa la barrera hematoencefélica, y junte con la leptina 
producida lôcalmente en el hipotélamo, parece actuar sobre distintas vias efectoras 
hipotalémicas reduciendo la ingesta y aumentando el gasto energético (Kaira y cols.,
2003). De modo que los efectos de la leptina sobre la ingesta estén mediados 
principalmente a nivel central, muy probablemente a través de la regulaciôn de distintos
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péptidos hipotalâmicos (Ahima y cols, 2000; Williams y cols., 2001), inhibiendo las vias 
orexigénicas y activando las anorexigénicas (Meister, 2000) (Esquema 7). Pruebas a 
favor de esta posible hipôtesis se han obtenido en mamiferos, donde se han identificado 
receptores de leptina en neuronas que contienen neuropéptidos estimuladores del apetito 
como NPY, galanina, Ag-RP, MCH y orexinas; y en neuronas que contienen factores 
anorexigénicos como péptidos derivados de POMC, transcrite regulado por anfetaminas y 
cocaina (CART), CRH y CCK (Ahima y cols., 2000; Meister, 2000; Williams y cols., 2001; 
Bouret y Simerly, 2004). Dado que NPY y leptina han sido dos de las hormonas 
estudiadas en esta Memoria, a continuaciôn expondremos ünicamente los datos 
referentes a la interacciôn leptina-NPY. En mamiferos, el tratamiento con leptina inhibe la 
ingesta inducida por NPY (Sahu, 2004b) y la expresiôn de este neuropéptido (Meister, 
2000; Schwartz y cols., 2000). De hecho, en ratas Zucker obesas (Lep'^^), un modelo de 
obesidad monogénica en el que todas las isoformas del receptor de leptina presentan una 
mutaciôn que hace que tanto el numéro de receptores de leptina en la superficie celular 
como su sehal de transducciôn se encuentren disminuidos, se observa un incremento del 
NPY hipotalémico (White y Martin, 1997). Ademés, se ha demostrado la existencia de 
una correlaciôn entre la disminuciôn de leptina circulante inducida por ayuno y el 
incremento de la expresiôn de NPY en el ARC de ratas (Kowalski y cols., 2002). Estas 
acciones de la leptina parecen deberse a la inhibiciôn de la via NPY/Y1 (Stephens y cols., 
1995).
Por otro lado, recientemente se ha demostrado una importante interacciôn 
antagônica entre la leptina y la ghrelina en la regulaciôn de la ingesta y el peso corporal 
en los mamiferos (Shintani y cols., 2001). Entre las pruebas a favor de esta hipôtesis 
podemos mencionar que un incremento en la expresiôn hipotalémica de leptina suprime 
el aumento del apetito inducido por ghrelina, y ademés la leptina periférica disminuye la 
secreciôn estomacal de ghrelina (KaIra y cols., 2003). Ghrelina y leptina comparten 
muchas de las vias hipotalémicas implicadas en el balance energético, presentando en 
general efectos opuestos. Asi, se ha observado que la ghrelina inhibe a las neuronas 
hipotalémicas que expresan POMC y CART, activando las neuronas que coexpresan 
NPY/Ag-RP (Cowley y cols., 2003; Toshinai y cols., 2003). Ademés, el efecto orexigénico 
de la ghrelina se suprime tras inyecciôn intracerebroventricular de un antagonista del 
receptor Y1 o de anticuerpos frente a la Ag-RP (Nakazato y cols., 2001), y se ha 
demostrado que el tratamiento con ghrelina incrementa significativamente el contenido 
hipotalémico del ARNm de NPY (Kamegai y cols., 2001; Nakazato y cols., 2001; Wang y 
cols., 2002b). Por lo tanto, parece probable que leptina y ghrelina compartan la via 
NPY/Y1 como uno de sus mecanismos de acciôn en la regulaciôn de la ingesta.
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Esquema 7. Modelo de los circuitos de retroaiimentaciôn implicados en la integraciôn entre la 
toma de energla y el gasto energético. Ag-RP; “agouti related protein”; ARC: nùcleo arqueado; 
CART: trânscrito regulado por anfetaminas y cocaina; NPV: nùcleo paraventricular; POMC: 
proopiomelanocortina; {+): estimulaciôn; (-): inhibiciôn; (±): no resuelto. (Tomado de Kaira y cols., 
2003).
Actualmente, los estudios realizados en C. auratus en el laboratorio de Voikoff y 
colaboradores sugieren que el efecto anorético de la leptina es mediado también en los 
peces por la interacciôn de dicha hormona con diferentes péptidos reguladores de la 
ingestiôn de alimente. Concretamente, se ha demostrado que el tratamiento con leptina 
acentüa el efecto anorexigénico del CART e induce un incremento en la expresiôn del 
ARNm para la forma CART I en techo ôptico, hipotélamo y buibo olfatorio de C. auratus 
(Voikoff y Peter, 2001). Ademés, los efectos anorexigénicos de la leptina en dicha 
especie parecen estar mediados, al menos en parte, por la CCK, cuya expresiôn en el 
hipotélamo se incrementa tras la administraciôn de leptina (Voikoff y cols., 2003). En 
relaciôn con las sehales orexigénicas, Voikoff y colaboradores (2003) han demostrado 
que la administraciôn central de leptina reduce el efecto estimulador de la ingesta
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inducido tanto por NPY como por orexina-A, asi como la expresion hipotalémica del 
ARNm del NPY, sugiriendo una interacciôn funcional entre la leptina, el NPY y la 
orexina-A en la regulaciôn central del apetito en los peces.
Por otra parte, se ha observado que la leptina reduce las corrientes postsinépticas 
excitatorias en el hipotélamo (Glaum y cols., 1996), lo que ha llevado a sugerir que las 
catecolaminas podrian participar en las vias de sehalizaciôn de la leptina en el 
hipotélamo. Ademés, el NPV, que desempeha un papel clave en la regulaciôn de la 
ingesta, expresa Ob-R (Hâkansson y cols., 1998) y esté fuertemente inervado por fibras 
noradrenérgicas y dopaminérgicas procédantes del tallo cerebral. Se ha observado 
también que la administraciôn de inhibidores de la sintesis de catecolaminas incrementa 
los niveles séricos de leptina (Rayner y cols., 1998). Otro hecho que sugiere la existencia 
de una relaciôn entre leptina y catecolaminas es que en ratones genéticamente obesos 
ob/ob (carecen de leptina) y db/db (carecen de receptor funcional de leptina), los niveles 
hipotalémicos de NA estén incrementados (Currie y Wilson, 1992). Brunetti y 
colaboradores (1999) han sugerido que al menos parte de los efectos anoréticos de la 
leptina podrian estar mediados por la inhibiciôn de neuronas dopaminérgicas y 
noradrenérgicas a nivel hipotalémico, lo que han confirmado recientemente Krügel y 
colaboradores (2003). En lo que respecta a las interacciones entre leptina y 5-HT en la 
regulaciôn de la ingesta, los datos de los que se dispone actualmente son contradictorios. 
Asi, mientras que en estudios in vitro (Orlando y cols., 2001; Hastings y cols., 2002) no se 
han observado modificaciones en la liberaciôn de serotonina por sinaptosomas 
hipotalémicos o preparaciones de hipotélamo en superfusiôn tras el tratamiento con 
leptina, estudios in vivo han puesto de manifiesto un incremento en el metabolismo 
hipotalémico de la 5-HT tras la administraciôn tanto crônica (Harris y cols., 1998; Calapai 
y cols., 1999) como aguda (Calapai y cols., 1999) de leptina. Ademés, Marques Telles y 
colaboradores (2003) observaron un incremento en la liberaciôn de 5-HT en el hipotélamo 
lateral tras la administraciôn ICV de leptina, si bien la ingesta es necesaria para que esta 
interacciôn entre ambos reguladores tenga lugar. Por otro lado, Yamada y colaboradores 
(1999, 2000) pusieron de manifiesto que la administraciôn periférica de
5-hidroxitriptôfano, un precursor de la serotonina, produce hiperleptinemia, pero no asi la 
administraciôn central de este precursor o de la propia 5-HT (Yamada y cols., 2000). Por 
tanto, la leptina modula la actividad monoaminérgica en el hipotélamo de los mamiferos, 
lo que podria parcialmente explicar su actividad anorética.
En relaciôn con la ghrelina, se ha demostrado que inhibe la liberaciôn de 5-HT en el 
hipotélamo, sin modificaciones en la liberaciôn de NA y DA, sugiriendo asi que el efecto
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orexigénico de la ghrelina podria ser mediado, al menos en parte, por inhibiciôn de la 
actividad serotoninérgica (Brunetti y cols., 2002).
Las interacciones entre el NPY y las monoaminas hipotalémicas en el control de la 
ingesta han sido estudiadas en profundidad, dada la similitud de los efectos de este 
neuropéptido y de la NA sobre el comportamiento alimentario. Asi, se ha observado que 
el NPY produce un incremento en los niveles de DA, NA y sus metabolitos, DOPAC, 
écido homovalinico (HVA) y HMPG, en distintas éreas cerebrales incluido el hipotélamo 
(Myersy cols., 1992; Drumheller y cols., 1994; Matos y cols., 1996). Dicho incremento se 
produce a una dosis de NPY que causa también un aumento en la ingestiôn de alimente, 
lo que sugiere que el incremento de la ingesta inducido por NPY podria estar asociado a 
la activaciôn del sistema catecolaminérgico. Sin embargo, los efectos del NPY sobre la 
ingesta no cambian en presencia de antagonistes de receptores a2-adrenérgicos o de 
inhibidores de la sintesis de monoaminas, sugiriendo que el incremento de la ingesta 
debido al NPY es independiente de la NA (Kyrkouli y cols., 1990). Ademés, el hecho de 
que las anfetaminas atenûan los efectos del NPY sobre la ingesta indica que la DA podria 
actuar como un antagonista del NPY en el érea perifomical hipotalémica (Gillard y cols., 
1993). Por otro lado, otros estudios realizados también en mamiferos sugieren que la 
5-HT hipotalémica inhibe la alimentaciôn inducida por NPY (Brown y Coscina, 1995; 
Currie y Coscina, 1998). Ademés, se ha observado una reducciôn o un incremento en el 
contenido hipotalémico de NPY tras el tratamiento con agonistas o antagonistas 
serotoninérgicos, respectivamente (Smialowska y Legutko, 1991; Dryden y cols., 1993). 
Por el contrario, ni los niveles hipotalémicos de 5-HT, ni los de su metabolite, el 5-HIAA, 
se modifican por la inyecciôn ICV de NPY a una dosis efectiva en la inducciôn del 
comportamiento alimentario (Matos y cols., 1996).
4. MELATONINA.
Los primeros datos acerca de la existencia de un compuesto procedente de la 
gléndula pineal con carécter endocrino los proporcionaron Me Cord y Allen en 1917, 
quienes, tras ahadir extractos de pineales de bôvidos al agua de acuarios en los que se 
desarrollaban larvas de Rana pipiens, observaron un palidecimiento de las mismas. 
Posteriormente, en 1958, el dermatôlogo Aaron Lerner y colaboradores identificaron el 
compuesto quimico présente en estos extractos de pineal como 
N-acetil-5-metoxitriptamina, a la que se denominô melatonina (MEL) por su capacidad 
para agregar los melanôforos dérmicos de las larvas de los anfibios. A partir de este 
estudio se realizaron numerosos trabajos gracias a los que se consiguiô determiner la 
existencia en la gléndula pineal de distintas actividades enziméticas especificas de la
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sintesis de MEL. Dado que los primeros intentos para demostrar la presencia de estas 
actividades enziméticas fuera de la gléndula pineal no tuvieron éxito, se considéré esta 
gléndula como la ünica fuente de MEL del organisme, pero actualmente esté 
ampliamente demostrada la presencia de las enzimas responsables de la sintesis de 
MEL en localizaciones distintas de la pineal (gléndula de Harder: Balemans y cols., 1983; 
intestine: Bubenik, 1977, y retina: Nowak y Zawilska, 1994).
4.1. SINTESIS Y DEGRADACIÔN.
La sintesis de MEL muestra un patron ritmico diario, en general con valores 
nocturnes superiores a los diurnes en todos los vertebrados estudiados, tanto especies 
diurnas como nocturnas (Reiter, 1991). La ruta biosintética es comün en todos los tejidos 
analizados y esté muy conservada en todas las especies examinadas. En ella intervienen 
cuatro actividades enziméticas de forma consecutiva (Esquema 8): triptôfano hidroxilasa 
(TPH), L-aminoécido aromético descarboxilasa (AAAD), arilalquilamina-N- 
acetiltransferasa (AA-NAT) e hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT), siendo las dos 
primeras comunes a la ruta biosintética de la serotonina.
El primer paso en la ruta de sintesis de la MEL es la captaciôn de triptôfano de la 
circulaciôn sanguinea mediante transporte active. El triptôfano es transformado en 
5-hidroxitriptôfano por acciôn de la triptôfano hidroxilasa (TPH, E.C: 1.14.16.4.). Tanto los 
niveles de TPH como la expresiôn de su ARNm muestran variaciones dfa/noche, con 
niveles nocturnes elevados, tanto en la gléndula pineal (Bégay y cols., 1998; Privât y 
cols., 1999) como en la retina (Cahill y Besharse, 1990; Valenciano, 1998; Privât y cols., 
1999) de varias especies.
El 5-hidroxitriptôfano es descarboxilado por acciôn de la L-aminoécido aromético 
descarboxilasa (AADD, E.C. 4.1.1.28.) rindiendo serotonina. La arilalquilamina-N- 
acetiltransferasa (AA-NAT, E.C. 2.3.1.5.) cataliza la acetiiaciôn de la serotonina en su 
extremo N-terminal. Se considéra a la AA-NAT la enzima limitante de la ruta biosintética 
de la MEL, ya que su actividad varia a lo largo del ciclo luz/oscuridad de forma paralela a 
los niveles de MEL, incrementéndose tanto los niveles de mensajero como la actividad 
enzimética de la enzima durante la fase oscura del fotociclo diario.
La hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT; E.C. 2.1.1.4.) es la enzima encargada de 
catalizar el ùltimo paso de la ruta de biosintesis de la MEL, que consiste en la metilaciôn 
del grupo hidroxilo en la posiciôn 5 del anillo indôlico (Zawilska y Nowack, 1992). La 
HIOMT sôlo se expresa en aquellos tejidos productores de MEL. Los resultados acerca 
del ritmo dia/noche de esta enzima no son claros, mientras que algunos estudios no
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Esquema 8. Ruta biosintética de la melatonina en la retina y la pineal de los vertebrados. Las 
grâficas de la derecha muestran el perfil del ritmo diario de la actividad de las enzimas de la ruta y 
el contenido de los compuestos intermedios y de melatonina en la retina. TPH: triptôfano 
hidroxilasa; AAAD: L-aminoécido aromético descarboxilasa; AA-NAT: Arilalquilamina-N-
acetiltransferasa; HIOMT: hidroxindol-O-metiltransferasa. La barra negra indica el periodo de 
oscuridad.
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observan oscilaciones diarias a lo largo del dia (Gern y cols., 1984; Zawilska y Nowak, 
1992), otros describen una ligera variaciôn diaria de sus niveles (Ribelayga y cols., 1997; 
Fernandez, 1999).
La melatonina se metaboliza siguiendo varias vias distintas; en la periferia es 
catabolizada principalmente en el higado, donde sufre una hidroxilaciôn en la posiciôn 6 
del anillo indôlico y una posterior conjugaciôn con grupos sulfato o acido glucurônico, 
aumentando asi su solubilidad en un medio acuoso. Estos compuestos se excretan por la 
orina de forma râpida (Reiter, 1984; Arendt, 1985), estimândose la vida media de la MEL 
en el plasma de los mamiferos en unos 20 minutes (Gibbs y Vriend, 1981). La 
degradaciôn intraocular e intrapineal de MEL ha sido descrita en varias especies de 
vertebrados (Cahill y Besharse, 1989; Grace y cols., 1989; Nowak, 1990). Consta de 
varias etapas consecutivas (Esquema 9) que incluyen una desacetilaciôn de la 
indolamina por acciôn de la arilacilamidasa (aril-adlamina amidohidrolasa, E.C. 2.5.2.13) 
rindiendo 5-metoxitriptamina, sustrato de la monoamina oxidasa (MAO), que cataliza una 
desaminaciôn oxidativa de esta molécula. El producto résultante 
(5-metoxindolacetaldehido) puede experimenter alternativamente una reducciôn o una 
oxidaciôn, originandose 5-metoxitriptofol o acido 5-metoxindolacético, respectivamente, 
metabolitos finales de la degradaciôn de MEL en el ojo.
4.2. SECRECIÔN.
La MEL es una molécula muy lipôfila que no se almacena en vesiculas, de modo 
que los cambios en su sintesis generan directamente cambios en su liberaciôn. Esta 
caracteristica estructural de la MEL détermina que pueda alcanzar cualquier parte del 
organisme, de modo que el ritmo diario de MEL plasmética lleva informaciôn ambiental a 
todos los ôrganos y tejidos, desemperiando asi un importante papel en la sincronizaciôn 
de diferentes ritmos diarios y anuaies (Reiter, 1993; Arendt, 1998).
La mayoria de los estudios realizados hasta el momento ha demostrado que la MEL 
présente en el plasma de los mamiferos procédé en su mayor parte de la gléndula pineal, 
siendo la melatonina circulante de origen ocular pràcticamente despreciable. En estos 
vertebrados, la MEL sintetizada en la retina actüa principalmente de forma local 
modulando diverses aspectos de la fisiologia intraocular (Pang y Allen, 1986; Cahill y 
Besharse, 1995; luvone y Alonso-Gômez, 1998). Sin embargo, en otros vertebrados, 
como Rana perezi, la retina es la fuente principal de MEL del organisme, mostrando el 
perfil diario de MEL circulante un estrecho paralelismo con el perfil ocular (Delgado y 
Vivien-Roels, 1989).
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Esquema 9. Ruta de degradaciôn de la melatonina en la retina y la pineal de los vertebrados.
4.3. RECEPTORES DE MELATONINA.
En los mamiferos, hasta el momento, se han identificado dos subtipos de 
receptores de MEL de alta afinidad (Reppert y cols., 1996; Von Gall y cols., 2002). Estos 
receptores, Meha y Melib, también denominados M il  y MT2, respectivamente 
(Dubocovich y cols., 2002), pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a 
proteinas G (Reppert, 1997). En vertebrados no mamiferos se ha descrito, ademâs de los 
dos subtipos anteriores, un tercer subtipo de receptor de alta afinidad denominado Melic 
(Reppert y cols., 1995). Ademas, se ha identificado un sitio de union para MEL, de baja 
afinidad, denominado MT3. Este sitio no es un receptor acoplado a proteinas G, sino que 
parece tratarse de una proteina con actividad enzimatica, muy similar a una quinona 
reductasa (Nosjean y cols., 2000).
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Existe una amplia distribucion de sitios de union de MEL en distintas regiones del 
sistema nervioso central de los mamiferos, como el NSQ (Masson-Pévet y cols., 
1996a,b), el NPV (Redo y cols., 1996), el hipotalamo ventromedial (Malpaux y cols., 
1998), la pars tuberalis (Masson-Pévet y cols., 1996b), el hipocampo (Wan y cols., 1999) 
y la retina (Dubocovich y Takahashi, 1987; Wiechmann y Wirsig-Wiechmann, 1991). En el 
encéfalo de los peces, tanto los sitios de union a MEL (Davies y cols., 1994; Pang y cols., 
1994a; Gaildrat y cols., 1998; Gaildrat y Falcon, 1999; ligo y cols., 1994a, 1997a; 
Mazurais y cols., 1999; Alonso-Gomez y cols., 2004; Bayarri y cols., 2004) como la 
expresion de los genes que codifican para los receptores (Mazurais y cols., 1999) 
présenta una distribucion mucho mas amplia que en el encéfalo de los mamiferos 
(Vanecek, 1998). En general, en todas las especies de peces estudiadas se ha 
demostrado la existencia de receptores de MEL de alta afinidad distribuidos 
principalmente en areas asociadas con funciones de percepcion e integracion visual 
(Gaildrat y Falcon, 1999; Mazurais y cols., 1999; Gaildrat y cols., 2002; Alonso-Gomez y 
cols., 2004; Bayarri y cols., 2004).
En cuanto a la relaciôn entre la distribucion de los receptores de MEL y su 
funcionalidad, se ha propuesto que los receptores del NSQ en los mamiferos estarian 
implicados en la sincronizacion de distintas funciones circadianas (Armstrong y cols., 
1986; Cassone, 1990), los del NPV del talamo actuarian como relevo de la informacion 
circadiana entre el SNC y el sistema limbico (Krause y Dubocovich, 1990), los de la pars 
tuberalis y la eminencia media hipofisaria mediarian efectos estacionales de la MEL sobre 
el sistema neuroendocrine (Lincoln y Richardson, 1998; Morgan, 2000), y los sitios de 
union de MEL présentes en la retina participarian en las respuestas adaptativas del ojo a 
la vision nocturna (Wiechmann, 1986; Redburn y Mitchell, 1989).
Ademas de la localizacion central de los receptores de MEL, algunos estudios han 
demostrado la presencia de receptores de MEL en una gran variedad de tejidos 
periféricos. For ejempio, se han encontrado receptores de MEL en distintas localizaciones 
del aparato reproductor de aves (Ayre y Pang, 1994; Murayama y cols., 1997) y 
mamiferos (Shiu y cols., 1998), en intestine delgado y ri non de coballa (Song y cols., 
1997), glandula mamaria de raton (Redo y cols., 1994), higado de rata 
(Acuna-Castroviejo y cols., 1994), bazo de rata (Rafii-EI-ldrissi y cols., 1996), mùsculo liso 
del tracto gastrointestinal de polio y codorniz (Poon y cols., 1997), vasos sanguineos de 
rata (Viswanathan y cols., 1990) y polio (Pang y cols., 2002), corazôn de peces (Pang y 
cols., 1994b; Lôpez-Patiho, 2004) y codorniz (Pang y cols., 1996), iris, rinôn, tubo 
digestive, bazo e higado de peces (Lôpez-Patino, 2004).
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Varios estudios realizados en peces sugieren la existencia de un ritmo diario en la 
densidad de receptores de MEL en el cerebro. Asi, estudios pioneros en salmones 
atlànticos indican que la densidad de sitios de union para 2-[^^®l]iodomelatonina en el area 
preoptica es mayor durante la fase oscura que durante la fase luminosa (Ekstrom y 
Vanecek, 1992). Estudios posteriores en vertebrados han encontrado variaciones diarias 
en el numéro de sitios de union para MEL en el carpin (ligo y cols., 1994a; 1997a); en la 
dorada (Spams aurata) (Falcon y cols., 1996), en el lucio (Gaildrat y cols., 1998), en el 
salmon masu (Oncorhynchus masou) (Amano y cols., 2003) y en la tenca (Lôpez-Patiho,
2004). Estos ritmos parecen estar regulados por la MEL endôgena en C. auratus, ya que 
desaparecen tras la pinealectomia o la exposiciôn a luz constante (ligo y cols., 1995), 
pero no en el lucio (Gaildrat y cols., 1998), donde parecen deberse a osciladores 
circadianos sincronizados por el fotoperiodo.
4.4. REGULACION AMBIENTAL DE LA SINTESIS DE MELATONINA.
4.4.1. Regulacion por la luz.
El principal factor ambiental regulador de las oscilaciones diarias de la sintesis de 
MEL y actividad A A-NAT es el fotoperiodo. Numerosos estudios han puesto de manifesto 
una accion directa de la luz anulando los ritmos diarios de actividad AA-NAT (luvone y 
Besharse, 1983; Nowak, 1990) y de sintesis de MEL (Pang y cols., 1982; Masuda y cols., 
2003; ligo y cols., 2003a), siendo el incremento noctumo de la actividad AA-NAT debido a 
un incremento del contenido intracelular de AM Pc (Zawilska y cols., 1991). Se ha 
demostrado en numerosas especies de vertebrados que el fotoperiodo régula la duracion 
del incremento noctumo de MEL: peces (Kezuka y cols., 1988), anfibios (Delgado y 
Vivien-Roels, 1989), reptiles (Vivien-Roels y cols., 1988), aves (Underwood y Siopes, 
1985; Zeman e llnerova, 1988) y mamiferos (Darrow y cols., 1986; Steinlechner y cols., 
1987).
4.4.2. Regulacion por la temperatura.
Mientras que en los vertebrados homeotermos el principal factor ambiental que 
controls la sintesis de MEL es la luz, en los poiquilotermos la temperatura ambiental 
ejerce un papel clave en la regulacion de los ritmos de MEL. Asi, se ha descrito que la 
temperatura détermina la amplitud del ritmo de MEL plasmatica y pineal en peces (ligo y 
Aida, 1995; Garcia-Allegue y cols., 2001; Masuda y cols., 2003), anfibios (Delgado y 
Vivien-Roels, 1989; Valenciano y cols., 1997) y reptiles (Vivien-Roels y cols., 1979; Firth y 
cols., 1989; Tilden y Hutchison, 1993). Estudios in vitro confirman esta dependencia 
térmica de la producciôn de MEL (Zachman y cols., 1992a; Boillet y cols., 1993; 1994;
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Valenciano y cols., 1994), habiéndose propuesto que la maxima amplitud del ritmo de 
MEL coincide con la temperatura optima de la especie (Firth y cols., 1989; Max y 
Menaker, 1992; Rawding y Hutchison, 1992).
Ademas del efecto de la temperatura sobre los ritmos estacionales de actividad 
AA-NAT y MEL, algunos autores han investigado la influencia de los termociclos sobre el 
ritmo de producciôn de MEL en peces (Falcôn y cols., 1994; Zachman y cols., 1991), 
encontrando una variedad de respuestas dependiendo de la especies. En pineales de 
lucio cultivadas en superfusiôn en condiciones LD, el fotoperiodo es el estimulo 
prédominante en la regulaciôn del ritmo de MEL, independientemente de que la criofase 
coincida o no con la escotofase, si bien cuando la criofase coincide con la fase oscura se 
reduce la amplitud del ritmo. En condiciones DD los termociclos pueden sincronizar el 
ritmo de MEL que alcanza su amplitud maxima a temperatura alta (Falcôn y cols., 1994).
Por tanto, en los poiquilotermos, ademâs de la informaciôn fotoperiôdica, la 
informaciôn térmica puede ser integrada por la pineal y/o la retina y, a través de 
variaciones en la producciôn ritmica de MEL, regular multiples funciones estacionales en 
estos vertebrados.
4.4.3. Regulaciôn por la alimentaciôn.
Como hemos mencionado con anterioridad, la alimentaciôn constituye un 
“zeitgeber” importante para el sistema circadiano; ademâs, la presencia de MEL en el 
tracto gastrointestinal puede estar revelando una relaciôn funcional entre la indolamina y 
el sistema digestive. Sin embargo, se han realizado muy pocos estudios dirigidos a 
investigar el posible papel de la alimentaciôn como sincronizador del ritmo de MEL. Por 
ejemplo, la restricciôn del alimente incrementa la concentraciôn plasmâtica de MEL en la 
rata (Chick y cols., 1987), pero disminuye la amplitud y avanza la fase del ritmo en la 
pineal (Chick y cols., 1987; Challet y cols., 1997). Una cuestiôn importante que 
permanece sin dilucidar es si estos efectos se deben a la propia restricciôn de alimente o 
mâs bien séria el horario de acceso a la comida el factor que interviene en la 
sincronizaciôn de los ritmos de MEL. En este sentido, Selmaoui y colaboradores (2001) 
no encontraron diferencias en los niveles plasmâticos de MEL ni en la actividad AA-NAT 
en pineal de ratas con libre acceso al alimente respecte a las que tenian un horario 
restringido de acceso éste.
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4.4.4. Control endogeno.
El caracter endogeno o exogeno del ritmo diario de AA-NAT y MEL varia de forma 
notable en la filogenia. Asi, en ciertas especies que poseen una pineal directamente 
fotosensible como Gallus domesticus (polio) y C. auratus, el ritmo de sintesis de MEL 
puede estar regulado por un oscilador contenido en la propia pineal (Falcôn y Collin, 
1989; Kezuka y cols., 1989; Takahashi y cols., 1989), si bien especies relativamente 
prôximas pueden mostrar patrones claramente diferentes. Por ejemplo, la retina de X. 
laevis présenta un ritmo endôgeno de sintesis de MEL generado en los propios 
fotorreceptores (Cahill y Besharse, 1993), pero no sucede asi en la retina de Rana perezi 
(Isoma, 1999). En la mayoria de las especies de peces estudiadas el ritmo de sintesis de 
MEL esta controlado por osciladores intrapineales endôgenos (C. auratus, ligo y cols., 
1991; platija, Platichthys flesus, Falcôn y cols., 1994; Kulczykowska y cols., 2001); sin 
embargo, en O. mykiss el ritmo diario de MEL desaparece en condiciones de curso libre 
(Gem y cols., 1992; Masuda y cols., 2003). Un puiso de luz durante la fase oscura reduce 
los niveles de MEL hasta valores comparables a los diurnos, y la exposiciôn a oscuridad 
durante la fase luminosa aumenta la MEL plasmâtica hasta alcanzar niveles similares a 
los de la fase oscura (Masuda y cols., 2003), por lo que el ritmo de MEL plasmâtica no 
estâ bajo el control de un oscilador circadiano en este teleôsteo.
4.5. LA MELATONINA COMO SENAL FOTOPERIÔDICA.
La mayoria de los vertebrados experimentan importantes cambios fisiolôgicos como 
parte de su adaptaciôn a las fluctuaciones estacionales del ambiente. La informaciôn 
fotoperiôdica ambiental recibida por la retina y/o la glândula pineal es conducida a través 
de complejas vias nerviosas y convertida en una serial neuroendocrina, la producciôn 
ritmica de MEL, que puede ser utilizada para modular y sincronizar dichos cambios 
estacionales en funciones fisiolôgicas como la reproducciôn, la hibernaciôn, el equilibrio 
energético o los cambios estacionales de peso corporal (Arendt, 1995). Aunque no 
conocemos con exactitud cômo se transduce en el organisme este mensaje de MEL, se 
ha podido demostrar para varias especies de mamiferos que muestran un marcado 
carâcter fotoperiôdico que la duraciôn de la producciôn noctuma de MEL es un factor 
clave en la sincronizaciôn de funciones periôdicas estacionales (Bartness y cols., 1993).
Funciones bâsicas para los peces, como son el desarrollo, el crecimiento y la 
reproducciôn, siguen patrones dependientes del fotoperiodo y la temperatura (Boeuf y 
LeBail, 1999; Boeuf y Falcôn, 2001). Numerosos estudios indican que la pineal media los 
efectos de estos factores ambientales, probablemente a través de la producciôn ritmica 
de MEL, que actuaria como transductor neuroendocrino (Zachmann y cols., 1992d; Korf y
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cols., 1998; Bouef y Falcon, 2001). No obstante, existen muchos datos que revelan que 
las acciones de la MEL pueden ser muy variables en funcion de numerosos factores 
incluyendo el sexo, la edad, la alimentaciôn, la época del ario, el estado reproductor y, 
naturalmente, la especie.
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OBJETIVOS
El objetivo general de la présente Tesis Doctoral ha sido contribuir al conocimiento 
bàsico de la cronofisiologia de la tenca, analizando la ritmiddad diaria y estacionai de 
diverses paramétrés centrales y periféricos (hematolôgicos, bioquimicos, 
monoaminérgicos y neuroendocrinos). Considérâmes que esta informaciôn bâsica résulta 
imprescindible, como punto de partida, para la realizaciôn ulterior de investigaciones 
dirigidas a la mejora y optimizaciôn del cultive de una especie, como la tenca, con un 
enorme potencial de aplicaciôn en acuicultura. Con esta finalidad general hemos 
abordado los siguientes objetivos concretes;
1. La utilizaciôn de los paramétrés sanguineos como indicadores de las respuestas 
fisiolôgicas a cambios endôgenos o exôgenos esta creciendo en la actualidad. La 
posibilidad de evaluaciôn de estos paramétrés depende de la disponibilidad de valores 
de referenda prôximos a los valores “normales” de diferentes componentes 
sanguineos que son buenos indicadores del estado de salud de los peces en 
condiciones naturales. Sin embargo, teniendo en cuenta la larga historia evolutiva de 
los peces ôseos y la gran diversidad de adaptaciones a diferentes ambientes, ninguna 
especie puede ser utilizada como un modelo representativo para todos los peces. Por 
tanto, y dada la escasez de datos sobre la hematologia de la tenca, un primer objetivo 
de este trabajo ha sido la determinaciôn de dichos parametros para establecer unos 
valores de referenda en esta especie, y sus posibles cambios diarios y estacionales.
2. El creciente interés comercial de la tenca, como especie dulceacuicola en Esparia y 
algunos paises centroeuropeos, estimula al desarrollo de un conocimiento lo mas 
exhaustivo posible sobre la fisiologia de esta especie. Por ello, nuestro segundo 
objetivo ha sido obtener una informaciôn bàsica sobre la composiciôn corporal de la 
tenca, la contribuciôn relative de los distintos ôrganos que intervienen en el 
intercambio energético y la caracterizaciôn de las posibles modificaciones producidas 
en las principales réservas energéticas a lo largo del ciclo anual, y que en ultimo 
término condicionan funciones estacionales clave, como la reproducciôn.
3. Recientemente se han identificado una gran variedad de reguladores centrales y 
periféricos de la ingestiôn de alimente cuyas funciones estan bien conservadas en la 
filogenia. Nuestro equipo de investigaciôn ha contribuido en la ultima década al 
conocimiento de la funcionalidad de dicho sistema de regulaciôn en el grupo de los 
teleôsteos. Uno de los objetivos que nos planteamos en la présente Memoria es 
determiner, por primera vez en peces, las concentraciones de algunos de estos 
reguladores. Teniendo en cuenta su papel en la regulaciôn del apetito y la homeostasis
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energética, aspectos que experimentan notables variaciones estacionales en los 
vertebrados, nos propusimos estudiar la posible ritmicidad diaria y estacionai de eâos 
reguladores, cuestiôn apenas conocida en la actualidad.
De la gran variedad de reguladores, centrales y periféricos, que estan implicados 
en el control del comportamiento alimentario y el peso corporal, para el desarrollo de 
este objetivo hemos elegido como reguladores centrales el neuropéptido Y y las 
monoaminas encefalicas, de los que nuestro grupo tiene abundante informadôn 
relativa a su papel regulador del apetito en el carpin. Como factores periféricos, 
seleccionamos la leptina, considerada como una de las seriales lipostaticas mas 
importantes de los vertebrados; y la ghrelina, que recientemente ha sido propuesta 
como el agente orexigénico mas potente del organisme (después del NPV), aunque 
apenas ha sido investigada en los vertebrados no mamiferos.
4. La melatonina es considerada como el principal transductor neuroendocrino de la 
informaciôn ambiental y encargada de la sincronizaciôn de diferentes ritmos biolôgicos 
en vertebrados. Nuestro ultimo objetivo sido caracterizar la sintesis ritmica de 
melatonina en la tenca, mediante el analisis de su producciôn ritmica diaria y 
estacionai y de la enzima limitante de su ruta biosintética (la AA-NAT). Ademâs, 
conocida la Importancia clave que tienen la luz y la temperatura la regulaciôn de la 
ritmicidad de melatonina en varias especies de vertebrados ectotermos, nos 
propusimos realizar un experimento encaminado a determinar el efecto de la 
temperatura de aciimataciôn en condiciones de laboratorio sobre el ritmo dia/noche de 
actividad AA-NAT y MEL ocular. Finalmente, realizamos un ultimo experimento con el 
fin de averiguar si la retina de la tenca contiene en si misma un sistema oscilador 
endôgeno responsable de la sintesis de melatonina en esta especie.
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MATERIALES Y MÉTODOS
1. MATERIALES.
1.1. PRODUCTOS.
1.1.1. Réactives.
- Acetil-coenzima A (A-2181, Sigma)
- 1-[^'*C]-Aoetil-coenzlma A (act. esp. 51 mCi/mmol) (CFA425, Amersham)
- Acetonitriio grade HPLC, ChromasolV® (34851, Riedel-de Hàen)
- Âcido acético (122703, Panreac)
- Âcido clorhidrico (317-Merck)
- Âcido fosfôrico (141032, Panreac)
- Âcido 1-octanosulfônico, sal disôdica (0-0133, Sigma)
- Âcido perclôrico (Ac 1755, Schariau)
- Âcido suifûrico (141058, Panreac)
- Âcido tricloroacético (TCA) (252373, Panreac)
- Adrenalina (E-4250, Sigma)
- Albümina sérica bovina (A-3803, Sigma)
- Aprotinina (A-1153, Sigma)
- Azul de cresilo brillante (B-2002, Sigma)
- Bicarbonate sôdico (141638, Panreac; S-141638, Sigma)
- Bisulfite sôdico (S-9000, Sigma)
- Carbonate sôdico anhidro (106392, Merck)
- Cianuro potàsico (20-781-0, Sigma)
- Citrato trisôdico (S-4641)
- Cloroformo (141252, Panreac; 2445, Merck)
- Cloroformo grade HPLC (52-872-2, Aldrich)
- 6-Cloromelatonina (C-0331, Sigma)
- Cloruro câlcico (64244, Merck; 131221, Panreac)
- Cloruro magnésico (M-9272, Sigma)
- Cloruro sôdico (141659, Panreac; S-9888, Sigma)
- DePex (18243, Serva)
- 1,4-Dioxano (141296, Panreac)
- DO PAC (Âcido 3,4-dihidroxifenilacético) (D-9128, Sigma)
- Dopamina (H-8502, Sigma)
- EDTA disôdico (Ac 965, Schariau)
- EGTA (E-4378, Sigma)
- Etanol (Et 0003, Schariau)
- Éter dietilico (141313, Panreac)
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- Fenoi (131322, Panreac)
- Ferricianuro potàsico (P-3667, Sigma)
- Formaldehido al 35-40% (211328, Panreac; Probus, 071510)
- Fosfato disôdico (6580, Merck)
- Fosfato monosôdico (6346, Merck)
- Fosfato potàsico dibasico (131512, Panreac)
- Fosfato potàsico monobàsico (141509, Panreac)
- Giemsa (G-9641, Sigma)
- Glicerina (141339, Panreac)
- Glucôgeno bovino (G-0885, Sigma)
- Helio comprimido (98583-152, Air Liquid)
- Hemoglobina bovina (H-2500, Sigma)
- Heparina al 5% (Léo)
- Hidrôxido potàsico (131515, Panreac)
- Hidrôxido sôdico (141687, Panreac)
- 5-HIAA (Âcido 5-hidroxiindolacético) (H-8876, Sigma)
- HMPG (4-hidroxi-3-metoxifenilglicol) (H-1377, Sigma)
- 2- lodomelatonina (737, Tocris)
- 2-[^^®l]-iodomelatonina (act. esp. 2000 Ci/mmol) (IM215, Amersham)
- Isoproterenol (1-6504, Sigma)
- Liquide de centelleo Fluoran-HV, Scintran® (14514, BDH Chemicals Ltd.)
- Jenner (J-1875, Sigma)
- Melatonina (M-5250, Sigma)
- Metanol (6009, Merck; 131091, Panreac)
- Nitrôgeno comprimido (98583-150, Air Liquid)
- Noradrenalina (A-7257, Sigma)
- Pentano grade HPLC (27-041-5, Aldrich)
- Reactive de Folin-Ciocalteau (251567, Panreac)
- Serotonina (H-7757, Sigma)
- Sulfate cûprico (52367, Probus; 141270, Panreac)
- Sulfate sôdico (Panreac, 131716)
- Tartrato sôdico-potàsico (8087, Merck)
- Trioleina (T-7140, Sigma)
- Triptamina-HCI (T-9628, Sigma)
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1.1.2. “K its” com erciales.
- “Cholesterol-Trinder” (352-50, Sigma Diagnostics)
- Estandar de coiesteroi (C 0284, Sigma Diagnostics)
- Estandar de glicerol (G 1394, Sigma Diagnostics)
- Estandar de glucosa (16-300, Sigma Diagnostics)
- “Glucose-Trinder” (315-100, Sigma Diagnostics)
- “Triglycerides-GPO-Trinder” (339-20, Sigma Diagnostics)
- “Neuropeptide Y” RIA (Human, Rat) (S-2029, Bachem, Peninsula Laboratories, 
Inc.)
- “Ghrelin” RIA (Human) (S-2227, Bachem, Peninsula Laboratories, Inc.)
- “Leptin Multi-species” RIA (71430, Unco Research, Inc.)
1.2. EQUIPOS E INSTRUMENTAL.
- Agitadores de tubos (Heidolph, modelos Reax, ID y 2000)
- Agitadores magnéticos (SBS, modelo A-08; Selecta, modelo Agimatic-E)
- Agitador multitubos (Corning, modelo 4010)
- Agujas de 0,5 mm x 16 mm (Microlance)
- Balanzas de precision (Mettler-Toledo, modelo AB54; Sartorius, modelo 1405; 
AND, modelo EK-600H)
- Bario de ôrganos termostatizado (Unitronic, modelo 320 OR)
- Bomba de doble pistôn para cromatografia liquida de alta resoluciôn (Waters, 
modelo 590)
- Camara de aciimataciôn con fotoperiodo y temperatura regulables (Koxka)
- Camaras de contaje de células (modelo Neubauer, 0,1 mm x 0,0025 mm ,^ Blau 
Brand)
- Campana extractora
- Célula de acondicionamiento coulométrica (ESA, modelo 5011)
- Célula analitica coulométrica (ESA, modelo 5021)
- Centrifuges refrigeradas (Heraeus, modelo Megafuge 1.0 R; Sigma, modelo 3K-2; 
Kontron, modelo Hermie ZK 365)
- Columnas de cromatografia (Spherisob C8, 3 pm, 10 x 0,46 cm. Tracer HPLC 
N10280-Teknokroma y Spherisorb C 18 0DS2, 5 pm, 12,5 x 0,46 cm, 
PSS831916, Waters)
- Congeladores de -25°C (Liebherr) y de - 80°C (Forma Scientific 823)
- Contadores gamma (LKB, modelo 1275 minigamma y PerkinElmer lifesciences, 
modelo Wallac Wizard 1470 Automatic Gamma Counter)
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- Cubreobjetos (22 x 22 mm, Menzel-Glaser)
- Detector coulométrico (ESA, modelo Coulochem II)
- Dispensador de comida 24 h (Corelsa, modelo Clockwork)
- Espectrofotômetro (Spectronic 1201, Milton Roy)
- Evaporador-concentrador (Howe, modelo Giro-vap)
- Filtros de poliamida 0,45 pm (Sartolon, Sartorius)
- Homogeneizador por ultrasonidos (Dr. Hieischer, modelo UP-50H)
- Inyector manual Reodine (puerto de inyecciôn de 20 pl)
- Inyector automatico (Agilent 1100 series, modelo G 1329A ALS)
- Jeringuillas de plastico desechables 1 cm^ (ICO)
- Lupas binoculares (Zeiss y Meiji EMZ-TR)
- Material de disecciôn
- Microcentrîfugas (Heraeus, modelos Biofuge 13 y Biofuge Pico)
- Microcentrifuga de hematocrito (COMPUR Electronic GMBH M 1100)
- Microjeringas de vidrio (Hamilton, 25 pl)
- Microscopio ôptico (Nikon)
- Purificador de agua Mili Q (Millipak 40, Millipore)
- pH-metro (Crison, modelo GLP21)
- Picadora de hielo (Scotsman, modelo AF10)
- Pipetas automâticas (Gilson y Biohit)
- Plaças Pétri (60 mm)
- Portaobjetos (76 x 26 mm, Menzel-Glaser)
- Precolumnas (Tracer TR-C-160, C8, Teknokroma)
- Sistema de software Biocrom 2000 (Micron Analitica S.A.)
- Termostatizador (Agilent, modelo G 1330BA ALSTherm)
- Tubos microcapilares (32 x 0,7 mm) (COMPUR Electronic GMBH)
- Viales de vidrio (Agilent, 11 mm PP vial CRIM/SNAP 250 pl, 9301-0978)
1.3. MATERIAL BIOLÔGICO: OBTENClÔN Y MANTENIMIENTG.
Los peces utilizados para la realizaciôn del trabajo experimental presentado en esta 
Memoria son teleôsteos pertenecientes a la especie Tinca tinca (tenca), Orden 
Cipriniformes, Familia Ciprinidae y Subfamilia Leuciscinae.
Las tencas procedian de las piscifactorias IPESCON (Salamanca) e INTERTENCA 
(Badajoz) y del Centro Regional de Acuicultura “Piscifactoria Las Vegas del Guadiana” 
(Badajoz).
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Como tratamiento preventivo frente a posibles infecciones por bacterias u bongos y 
afecciones ectoparasitarias, durante la aciimataciôn previa a los diserios expérimentales, 
se ariade al agua de mantenimiento de los peces “General Tonic” y “Contralck” (Tetra) a 
las dosis recomendadas por los fabricantes, asi como sal comün al 0,6%.
Los peces son alimentados con pienso granulado comercial (Mubers). La raciôn 
diaria de alimente (1% del peso corporal) se les suministraba entre las 10:00 h y las 
11:00 h.
La aciimataciôn a condiciones ambientales naturales se realizô en las 
dependencies de la Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agrônomos de la 
Universidad Politécnica de Madrid, en tangues de 5.000 I provistos de un sistema de 
renovaciôn de agua y aireaciôn continuas. La dieta se suplementô con rotiferos y 
Daphnia sp. Los peces aciimatados a condiciones controladas de temperatura y 
fotoperiodo se mantuvieron en laboratories del Departamento de Fisiologia Animal de la 
Facultad de Biologie de la U.C.M., en tangues de 70 I con sistemas de aireaciôn y 
filtraciôn continua de agua. Los filtres (Rena 225 y 245) se limpiaban una vez por semana 
y el carbôn de los mismos se cambiaba regularmente (aproximadamente cada dos 
meses).
El fotoperiodo y la temperatura utilizados en cada uno de los expérimentes se 
detallan mâs adelante en los apartados correspondientes. El période de aciimataciôn de 
las tencas a las condiciones concretas de cada experimento es de al menos 2 semanas.
2. MÉTODOS.
2.1. OBTENClÔN DE MUESTRAS.
Las tencas se sacrifican por decapitaciôn inmediatamente por detrâs del opercule, 
tras 24 h de ayuno para evitar el efecto agudo de la alimentaciôn sobre los parâmetros a 
determinar. La determinaciôn del peso corporal y la longitud total se realize antes del 
sacrificio.
2.1.1. Sangre y plasma.
La sangre se extrajo por punciôn cardiaca mediante jeringuillas de plâstico de 1 cm^ 
heparinizadas y agujas de 0,5 x 16 mm, y se recogiô en tubos Eppendorf mantenidos a 
4°C (bario de hielo). En el caso de la sangre destinada a los estudios hematolôgicos, los 
tubos Eppendorf contenian EDTA disôdico (5 mg/cm^) como anticoagulante, mientras que 
la sangre destinada al anâlisis de la bioquimica plasmâtica se recogiô en tubos Eppendorf 
previamente heparinizados (heparina al 5%). El plasma se obtuvo por centrifugaciôn de la
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sangre a 6.000 rpm durante 5 minutes a 4°C. Tras la centrifugaciôn, se recogiô el 
sobrenadante con la ayuda de pipetas automâticas y se conservô en aiicuotas a -80°C 
hasta su posterior utilizaciôn para la determinaciôn de colesterol, triglicéridos, glucosa y 
proteinas totales.
2.1.2. Higado.
Tras la decapitaciôn, se extrajo el higado y se determinô su peso hùmedo. El 
ôrgano complete se congelô en CO2 sôlido y se conservô a -80°C hasta la valoraciôn del 
contenido de glucôgeno, lipides y proteinas totales.
2.1.3. Mùsculo.
Se tomaron muestras de mùsculo de los paquetes dorsales y ventrales, retirando 
previamente la piel que cubre estas capas musculares. Las muestras asi obtenidas se 
congelaron en nieve carbônica y se conservaron a -80°C hasta la valoraciôn del 
contenido de glucôgeno, lipides y proteinas musculares.
2.1.4. Gônadas.
Una vez extra idas, las gônadas se separaron cuidadosamente de la g rasa y el 
tejido conjuntivo adyacente, y se determinô su peso hùmedo.
2.1.5. Copas ôpticas y retinas.
Los globes oculares se extrajeron mediante tijeras curvas de cirugia. 
Posteriormente, y bajo la lupa, se limpiô la copa ôptica de restes de tejido extraocular y 
se realizô una incisiôn a nivel de la ora serrate utilizando unas tijeras de iridectomia, y se 
cortô circularmente (Esquema 10). Se separaron asi la côrnea y el iris, y se extrajo el
Incisiôn
circular
CC
Co
Ret
Esquema 10. Diagrams de un corte sagital del globe ocular. CC; Cuerpo ciliar; Co: Côrnea; 
Cr: Cristalino; Ir: Iris; NO: Nervio ôptico; Ret: Retina.
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cristalino y el humer vitreo. Durante todo este proceso los ojos y las copas ôpticas se 
mantuvieron sumergidos en TPE (véase apartado 2.5.1.b) en plaças Pétri de 60 mm de 
diamètre. Las copas ôpticas asi obtenidas se congelaron en CO2 sôlido y se conservaron 
a -80°C hasta la determinaciôn de la melatonina ocular. Para la valoraciôn de la actividad 
AA-NAT, una vez obtenidas las copas ôpticas, las retinas neurales se separaron del 
epitelio pigmentado subyacente, se congelaron en 300 pl de TPE y se conservaron a 
-80°C.
Durante la escotofase todo este proceso de obtenciôn y preparaciôn de las copas 
ôpticas y las retinas neurales se realizô bajo luz roja de muy baja intensidad.
2.1.6. Hipotalamo y telencéfalo.
Para la extracciôn del hipotalamo y del telencéfalo (Esquema 11) se sépara la 
mandibula inferior de la mandibula superior y el crâneo. Con ayuda de una lupa binocular 
se accede al encéfalo ventralmente, diseccionando y extrayendo el hipotalamo, localizado 
entre el quiasma ôptico y el buibo raqufdeo; y el telencéfalo, situado por delante del techo 
ôptico y el diencéfalo y por detras de los bulbos olfatorios. El hipotalamo se dividiô 
sagitalmente en dos mitades. La mitad del hipotalamo destinada a la determinaciôn del 
contenido de monoaminas y sus metabolitos se congelô en seco en CO2 sôlido. La parte 
del hipotalamo utilizada para la valoraciôn del contenido de NPY se congelô en 125 pl de 
una soluciôn de acido acético 2 M y aprotinina (200 pg/ml) para detener la proteolisis. Las 
muestras de telencéfalo e hipotalamo se conservaron a -80°C hasta su utilizaciôn.
a)
TO
80
CP
TAL
HIPOT
b)
- -  b'
c -
BR
- f* -  c’
Esquema 11. a) Corte sagital del encéfalo de un teleôsteo mostrando la disecciôn de distintas 
regiones cerebrates. BO; Bulbos olfatorios; CP: Cerebro posterior; H: Hipôfisis; HIPOT: 
Hipotalamo; TAL: Tâlamo; TEL-ÀPG: Telencéfalo-Area preôptica; TO: Techo ôptico. (Tornado de 
Narnaware y cols., 2000). b) Vista ventral del encéfalo de un teleôsteo mostrando los pianos de 
corte transversales (bb’ y ce). BR: buIbo raqufdeo; H: Hipôfisis; Ll: Lôbulo lateral inferior; 
X: Quiasma ôptico. (Tomado de Senthiikumaran y Joy, 1993).
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2.2. INDICES Y PARÂMETROS BIOMÉTRICOS.
2.2.1. Indices hepatosomàtico (HSI) y gonadosomàtico (GSI).
Se calcula como:
GSI, HSI = — X 100 
P.
donde:
Ph = peso hùmedo del higado o la gônada, en gramos.
Pc = peso corporal, en gramos.
2.2.2. Indice nutricional (IN).
También conocido como factor de condiciôn (K), se calcula como:
IN= — X 1000 
L>
donde:
Pc = peso corporal, en gramos.
L = longitud corporal, en centimetros.
2.3. TÉCNICAS HEMATOLÔGICAS.
2.3.1. Determinaciôn de hemoglobina en sangre.
La cantidad de hemoglobina se determinô usando el método de la 
cianometahemoglobina (Biaxhall y Daisley, 1973).
a) Base teôrica del método.
La hemoglobina circulante es una mezcla de distintas formas de hemoglobina, 
oxihemoglobina, carboxihemoglobina y pequehas cantidades de otras formas 
moleculares de este pigmento. Para realizar una valoraciôn correcta de la hemoglobina 
sangufnea es necesario obtener un derivado astable que englobe a todas estas formas. 
Este derivado es la cianometahemoglobina, que se produce a partir de todas las formas 
de hemoglobina, excepto la sulfohemoglobina, por la adiciôn de ferricianuro potàsico y 
cianuro potàsico, y présenta un maximo de absorbancia a 540 nm. La intensidad del color 
del producto formado es directamente proporcional a la cantidad de hemoglobina 
présente en la muestra.
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b) Reactivos.
- Reactivo de Drabkin:
• Ferricianuro potàsico 20 mg
• Cianuro potàsico 50 mg
. HîOd 1 I
c) Procedimiento.
- Ahadir 4 ml de reactivo de Drabkin a 20 pl de sangre.
- Mezclar por inversion e incubar durante 15 min a temperatura ambiente (20 ± 2°C).
- Disolver el coàgulo formado con una varilla de vidrio.
- Lectura de la absorbancia a 540 nm.
- Patron de hemoglobina en el intervalo 1-16 g/100 ml.
Las determinaciones se realizaron por duplicado y se expresaron en g/100 ml.
2.3.2. Determinaciôn de! hematocrito.
El hematocrito se determinô utilizando una técnica de microhematocrito.
a) Base teôrica del método.
El hematocrito es el porcentaje de células por volumen de sangre total. Al
centrifugar sangre compléta se forman una serie de bandas de sedimentaciôn que
pueden ser observadas a simple vista. Los glôbulos rojos se depositan en el fondo del 
tubo; sobre ellos se van depositando los glôbulos blancos y, finalmente en la parte 
superior, el plasma.
b) Procedimiento.
- LIenar un tubo microcapilar con cada muestra de sangre.
- Centrifugar en la centrifuga de microhematocrito durante 5 min.
- Lectura del hematocrito.
Los datos obtenidos se expresan en porcentaje.
2.3.3. Recuento total de células sanguineas.
El recuento microscôpico de glôbulos rojos y blancos se realizô manualmente, 
usando càmaras de recuento de tipo Neubauer.
a) Reactivos.
- Soluciôn de Dacle modificada (Biaxhall y Daisley, 1973):
• Citrato trisôdico al 3% 990 ml
• Formaldehido comercial 10 ml
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• Azul brillante de cresilo 1 g/l
b) Procedimiento.
- Diluir la muestra en soluciôn de Dacie en tubos Eppendorf (no se puede realizar en 
pipetas cuentaglôbulos, ya que la sangre de los peces se coagula en su interior, 
Blaxtiall y Daisley, 1973):
• Diluciôn 1/50 para el recuento de leucocitos (20 pl de sangre total en 980 pl de 
soluciôn de Dacie).
• Diluciôn 1/200 para el recuento de eritrocitos (5 pl de sangre total en 995 pl de 
soluciôn de Dacie).
- Mezclar lentamente por inversiôn y esperar aproximadamente 2 min para que las 
células se tihan con el azul de cresilo.
- LIenar la camara de Neubauer y dejar unos minutos en reposo para que sedimenten las 
células.
- Realizar el recuento al microscopio ôptico bajo objetivo 40x (contar en 4 cuadros de 
0,0625 mm  ^para los leucocitos y 2 de 0,0625 mm  ^para los eritrocitos).
c) Câlculo de los resuitados.
El numéro de eritrocitos y de leucocitos por mm  ^se calculô aplicando las siguientes
formulas:
, 3 (n° eritrocitos contados/n° cuadros contados) _ _n° de eritrocitos/mm^ =     x F.D.
V,
. , 3 (n° leucocitos contados/n® cuadros contados) _ _n® de leucocitos/mm^ =  -------------------------     x F.D.
donde:
V cuadro = 0,25 X 0,25 X 0,1 (mm^)
F.D.: factor de diluciôn de la sangre, 200 para eritrocitos y 50 para 
leucocitos.
2.3.4. Recuento diferencial de glôbulos blancos.
El anâlisis porcentual de los distintos elementos de la serie blanca se denomina 
“formula leucocitaria relativa". Este recuento diferencial se realizô en extensiones 
sanguineas tehidas con Jenner-Giemsa, y los resuitados se expresaron en porcentaje 
relative de cada uno de los subtipos celulares.
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a) P reparac iôn  de las extensiones sangum eas.
Para la preparaciôn de los frotis de sangre se utilizô la técnica del portaobjetos, que 
se realize como muestra el Esquema 12.
OoiadasmgrB
6
Partaofaialûs auperior 
30*
k Portaobjetos inferior
Esquema 12. Pasos a seguir para la correcta realizaciôn de una extension sanguinea.
b) Fiiaciôn.
- Fijar en metanol al 100% durante 5 min a temperatura ambiente.
- Secar al aire.
c) Tinciôn de Jenner-Giemsa.
. Soluciones.
- Soluciôn madré de Jenner:
. Disolver 1 g de Jenner en 400 ml de metanol absoluto.
• Dejar reposar durante 24 h y filtrar.
- Tampon fosfato (50 mM, pH = 6,9):
. KH2PO4 6,8 g
. K2HPO4. 8,6 g
• H2OCI 1 I
- Soluciôn madré de Giemsa:
• Disolver 1 g de Giemsa en 66 ml de glicerina.
• Dejar reposar durante 2 h a 56®C.
• Ariadir 66 ml de metanol al 100%.
- Soluciôn de trabajo de Giemsa:
• Diluir la soluciôn madré de Giemsa en tampon fosfato (1:10).
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• Procedimiento.
- Tenir durante 1 min con soluciôn madré de Jenner recién filtrada.
- Pasar las extensiones a una soluciôn al 50 % de soluciôn madré de Jenner en tampôn 
fosfato (10 min).
- Lavar con HzOd a temperatura ambiente. Secar el exceso de agua.
- Cubrir las extensiones con soluciôn de trabajo de Giemsa durante 25 min.
- Lavar con HzOd a temperatura ambiente y secar al aire.
2.3.5. Câlculo de indices corpusculares.
La finalidad de la determinaciôn de los indices corpusculares es relacionar los 
resuitados obtenidos en los examenes hemàticos de hematocrito, hemoglobina y 
recuento de glôbulos rojos para obtener paramétrés adicionales como el tamaho y el 
contenido en hemoglobina de cada eritrocito, entre otros.
a) Volumen corpuscular medio (VCM).
Permite conocer el volumen medio de cada glôbulo rojo. Relaciona el valor del 
hematocrito (Htc) con la cantidad de glôbulos rojos por mm .^ Se expresa en femtolitros 
(fl).
VCM= ' °
N° eritrocitos x 10®
b) Hemoglobina corpuscular media (HCM).
Indica la cantidad media de hemoglobina (Hb) contenida en cada glôbulo rojo. Es 
directamente proporcional a la concentraciôn de hemoglobina y al tamaho del eritrocito. 
Se expresa en pg.
Hb X 10HCM =
N° eritrocitos x 10®
c) Concentraciôn corpuscular media de hemoglobina (CCMH).
Expresa, en porcentaje, la concentraciôn de hemoglobina por unidad de volumen de 
hematies (100 ml), es decir, es una relaciôn entre la cantidad de hemoglobina y el 
volumen del glôbulo rojo.
Ht
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2.4. TÉCNICAS COLORIMÉTRICAS.
2.4.1. Valoraciôn del colesterol plasmâtico.
La determinaciôn de los nivelas plasmâticos de colesterol total se realizô mediante 
un método colorimétrico enzimâtico, utilizando el “kit” comercial “Cholesterol-Trinder” 
(352-50, Sigma Diagnostics).
a) Base teorica del método.
Inicialmente, los ésteres de colesterol son hidrolizados por la colesterol esterasa 
(ChE) rindiendo colesterol y acidos grasos libres (AG). Por acciôn de la colesterol oxidasa 
(ChO) el colesterol se oxida a colest-4-en-3-ona y perôxido de hidrôgeno. En la ultima 
reacciôn catalizada por una peroxidasa, el perôxido de hidrôgeno se combina con 
4-aminoantipirina (4-AAP) y p-hidroxibencenosulfonato (S p-HB) para formar una quinona 
coloreada, con un màximo de absorbancia a 500 nm. La intensidad del color producido es 
directamente proporcional a la concentraciôn de colesterol total de la muestra.
AG Colest-4-en-3-ona 4-AAP H2O
ï ChE
colesterol
H2 O O 2 S P-HB
b) Reactivos.
- Soluciôn reactiva;
• Colesterol oxidasa (microbiana) 300 U/l
• Colesterol esterasa (microbiana) >1000 U/l
• Peroxidasa de rébano 1000 U/l
• 4-aminoantipirina (4-AAP) 0,3 mmol/l
• p-hidroxibencenosulfonato 30 mmol/l
• Tampôn pH 7 ±0,1
• Estabilizantes
c) Procedimiento.
- Reconstituir la soluciôn reactiva en 50 ml de H20d-
- Ahadir 1,5 ml de soluciôn reactiva a 37®C a 15 pl de muestra.
- Agitar por inversiôn e incubar a 37°C durante 5 min.
- Lectura de la absorbancia a 500 nm.
- Patrôn de colesterol de 200 mg/100 ml.
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Las determinaciones se realizaron por duplicado y se expresaron en mg/100 ml.
2.4.2. Valoraciôn de la glucosa plasmàtica.
Los niveles plasmaticos de glucosa se determinaron mediante un método 
colorimétrico enzimâtico, utilizando el “kit” comercial “Glucose Trinder” (315-100, Sigma 
Diagnostics).
a) Base teôrica del método.
En una primera reacciôn, la glucosa es oxidada a âcido glucônico (AGIuc.) por la 
glucosa oxidasa (GOD), fomândose perôxido de hidrôgeno. En un segundo paso 
catalizado por la peroxidasa, el perôxido de hidrôgeno reacciona con sulfonato de p- 
hidroxibenceno (S p-HB) y 4-aminoantipirina (4-AAP) formando una quinona roja que 
muestra absorbancia maxima a 505 nm. La intensidad del color producido es 
directamente proporcional a la concentraciôn de glucosa en la muestra.
H2O AGIuc. 4-AAP H2O
V  y  L, _ V  J _______. Quinona
Glucosa ^  GOO ^  Peroxidasa coloreada
O2 S p-HB
b) Reactivos.
- Soluciôn reactiva:
• 4-aminoantipirina (4-AAP) 0,5 mmol/l
• Sulfonato de p-hidroxibenceno 20 mmol/l
• Glucosa oxidasa {Aspergillus niger) 15000 U/l
• Peroxidasa de râbano 10000 U/l
• Tampôn pH 7 ± 0,1
• Estabilizantes
c) Procedimiento.
- Disolver la soluciôn reactiva en 100 ml de H20d y conservaria a 37®C.
- Anadir 3 ml de la soluciôn reactiva a 10 pl de muestra.
- Agitar por inversiôn e incubar a 37°C durante 10 min.
- Lectura de la absorbancia a 505 nm.
- Patrôn de glucosa en el intervalo 37,5-600 mg/100 ml.
Las determinaciones se realizaron por duplicado y se expresaron en mg/100 ml.
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2.4.3. Valoraciôn de los triglicéridos plasmâticos.
Los niveles circulantes de triglicéridos se determinaron mediante un método 
colorimétrico enzimâtico, utilizando el “k if comercial “Triglycerides” (GPO-Trinder, 339- 
20, Sigma Diagnostics).
a) Base teôrica del método.
En primer lugar, los triglicéridos son hidrolizados por una lipoproteina lipasa (LP) 
rindiendo glicerol y âcidos grasos libres. El glicerol es entonces fosforilado en presencia 
de ATP por la acciôn de la glicerol kinasa (GK), formândose glicerol-1-fosfato (G-1-P) y 
ADP. En una tercera reacciôn, catalizada por la glicerol fosfato oxidasa (GPO), el G-1-P 
se oxida a dihidroxiacetona fosfato (DAP) y perôxido de hidrôgeno. Por ultimo, el perôxido 
de hidrôgeno, por acciôn de una peroxidasa (PCD), reacciona con 4-aminoantipirina y N- 
etil-N-(3-sulfopropil)-m-anisidina sôdica (ESPA) para formar una quinona coloreada, que 
présenta una absorbancia mâxima a 540 nm. La absorbancia a 540 nm es directamente 
proporcional a la concentraciôn de triglicéridos de la muestra.
TG LP
AGz ADP DAP 4-AAP HzOGlicerol GKT
ATP
7 fP Ô D  
ESPA
Quinona
coloreada
b) Reactivos.
- Soluciôn reactiva;
. ATP
• Sal de magnesio
• 4-aminoantipirina
. N-etil-N-(3-sulfopropil)-m-anisidina sôdica
• Lipasa (microbiana)
. Glicerol kinasa (microbiana)
• Glicerol fosfato oxidasa (microbiana)
• Peroxidasa de râbano
• Azida sôdica
• Tampôn
• Estabilizantes
0,60 mmol/l 
3 mmol/l 
0,15 mmol/l 
1,69 mmol/l 
50000 U/l 
1000 U/l 
2000 U/l 
2000 U/l 
0,05 % p/v 
pH7±0,1
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c) Procedimiento.
- Reconstituir la soluciôn reactiva en 20 ml de HzOd y conservaria a 37®C.
- Anadir 3 ml de soluciôn reactiva a 10 pl de muestra.
- Agitar por inversiôn e Incubar a 37®C durante 5 min.
- Lectura de la absorbancia a 540 nm.
- Patrôn de glicerol en el intervalo 3,125-500 mg/100 ml.
Las determinaciones se realizaron por duplicado y se expresan en mg/100 ml.
2.4.4. Valoraciôn del glucôgeno.
a) Base teôrica del método.
La reactividad de los hidratos de carbono se debe fundamentalmente a los grupos 
funcionales carbonilo e hidroxilo. El calentamiento de los carbohidratos con âcido 
sulfùrico concentrado produce la deshidrataciôn compléta de estos compuestos, y por lo 
tanto su carbonizaciôn compléta. Pero bajo condiciones mâs suaves, pentosas y hexosas 
se deshidratan parcialmente con pérdida de très molécules de agua, dando lugar a la 
formaciôn de furfural o 5-hidroximetilfurfural. Ambos compuestos pueden condensarse 
con fenoles para formar sustancias coloreadas, que presentan un mâximo de 
absorbancia a 487 nm, siendo la intensidad del color producido proporcional a la cantidad 
de glucôgeno présente en la muestra.
b) Reactivos.
- KOH (30%): 30 g en 100 ml de HzOj.
- Âcido acético glacial.
- Etanol absolute.
- TCA (20%): 20 g en 100 ml de HzOd.
- Soluciôn de fenol: 80 g de fenol en 20 ml de HzOd.
c) Procedimiento.
■ Extracciôn. (Cifonelli y cols., 1956; Montgomery, 1957).
- Anadir 1 ml de KOH a 20-40 mg de tejido.
- LIevar a ebulliciôn durante 40 min.
- Neutralizar con 0,3 ml de âc. acético glacial.
- Anadir 2,6 ml de etanol al 96%.
- Calentar suavemente hasta provocar la precipitaciôn.
- Centrifugar a 3.000 rpm durante 15 min.
- Decantar y lavar el precipitado con 4 ml de etanol absolute.
- Repetir la serie centrifugaciôn-decantaciôn-lavado con 4 ml de éter.
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- Centrifugar (3.000 rpm, 15 min) y decantar el sobrenadante.
- Secar el precipitado y disolver en KOH (20-30 pl).
- Ahadir 0,75 ml de HzOd y agitar hasta la compléta disolucion.
- Ahadir 0,25 ml de TCA y mantener toda la noche en frio (4°C).
- Centrifugar a 5.000 rpm durante 15 min.
- Ahadir 2 ml de HzOd a 0,5 ml del sobrenadante (soluciôn problema).
■ Determinaciôn espectrofotométrica. (Dubois y cols., 1956).
- Ahadir 950 pl de HzOd a 50 pl de soluciôn problema.
- Ahadir 25 pl de soluciôn de fenol y 2,5 ml de HzS04 concentrado.
- Una vez frio, incubar a 25®C durante 15 min.
- Lectura de la absorbancia a 487 nm.
- Patrôn de glucôgeno hepâtico bovino (Sigma) en el intervalo 2,5-100 pg.
Las determinaciones se realizaron por duplicado y los datos se expresan en pg 
glucôgeno/pg proteina.
2.4.5. Valoraciôn de lipidos totales.
a) Base teôrica de! método.
La determinaciôn de lipidos se realizô siguiendo el método descrito por Foich y 
colaboradores (1957). Este método consta de dos etapas sucesivas. En la primera, los 
lipidos se extraen por homogeneizaciôn del tejido en cloroformo-metanol y posterior 
filtrado. En la segunda fase se consigue la separaciôn de la mayoria de los lipidos 
tisulares, por contacto de este filtrado con una soluciôn salina. Se obtiene asi un sistema 
bifasico, sin fluido interfâsico, en el que las sustancias no lipidicas quedan en la fase 
superior acuosa, mientras que los lipidos quedan en la fase inferior.
b) Reactivos.
- Cloroformo-Metanol (2:1)
- Soluciôn salina:
• 0,039 g ClzCa
• 0,052 g ClzMg
• 0,58 g CINa
• 100 ml HzOd
- NazSO^
- 1,4-Dioxano
- HzSO^
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c) Procedimiento.
" Extracciôn.
- Ahadir 0,4-0,8 ml de cloroformo-metanol a 20-40 mg de tejido.
- Filtrar el homogeneizado en filtro de papel con ayuda de cloroformo-metanol (el filtro 
debe estar empapado en cloroformo-metanol).
- Ahadir soluciôn salina (0,2 ml/ml de extracto) y agitar durante 1 min.
- Centrifugar 20 min a 2.400 rpm, y eliminar la fase superior. Lavar la superficie de la fase 
clorofôrmica con la soluciôn salina varias veces.
- Ahadir Na2S04 hasta que desaparezca la turbidez (toda la noche).
- Evaporar el disolvente en un evaporador-concentrador (Gyro-vap).
- Ahadir 4 ml de dioxano al extracto seco de lipidos y llevar a ebulliciôn hasta la 
disoluciôn compléta de los lipidos.
- Ahadir 0,4 ml de dioxano a 0,2 ml del extracto lipidico obteniendo asi la soluciôn 
problema.
■ Determinaciôn espectrofotométrica por turbidimetria.
- Ahadir 1,2 ml de H2SO4 (0,725 M) a 0,4 ml de soluciôn problema.
- Lectura de la absorbancia a 505 nm.
- Curva patrôn de trioleina (Sigma) en el intervalo 5-400 pg.
Las determinaciones se efectuaron por duplicado y los datos se expresan en pg o 
ng lipidos/pg proteina.
2.4.6. Determinaciôn de proteinas totales.
a) Base teôrica del método.
Se utilizô el método descrito por Lowry y colaboradores (1951). Las proteinas 
reaccionan con cobre en soluciôn alcalina. La reducciôn del réactive de Folin-Ciocalteau 
(acido fosfomolibdicofosfotungstico) por la oxidaciôn de aminoacidos aromaticos 
catalizada por cobre rinde heteropolimolibdeno azul. La intensidad del color producido es 
directamente proporcional a la concentraciôn de proteinas en la muestra. La reacciôn es 
extremadamente dependiente del pH, que debe mantenerse entre 10-10,5.
b) Reactivos.
- Tartrato Na-K (2%): 2 g en 100 ml de H2O.
- CUSO4 (1%): 1 g en 100 ml de H2O.
- Soluciôn B: NaOH (1g) + NazCOa (5 g) en 250 ml de HzOd.
- Soluciôn C: 1 ml de CUSO4 (1%) + 1 ml de Tartrato Na-K (2%) en 100 ml de Soluciôn B.
- Réactive de Folin: FoliniHzOd (1:1).
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c) Procedimiento.
- Sonicar 10 mg de tejido en 1 ml de HzOd.
- Llevar 50 pl del homogeneizado a 0,5 ml de HzOd (soluciôn problema).
- Ahadir 2,5 ml de soluciôn C a 0,5 ml de soluciôn problema.
- Agitar e incubar a 30°C durante 15 min.
- Ahadir 0,25 ml de réactive de Folin:HzOd (1:1).
- Agitar e incubar a 30°C durante 30 min.
- Lectura de la absorbancia a 500 nm.
- Patrôn de seroalbùmina bovina (BSA, Sigma) en el intervalo 5-500 pg.
Las determinaciones se llevaron a cabo por duplicado y los datos obtenidos se 
expresan como pg proteina/mg tejido.
2.5. TÉCNICAS RADIOENZIMÂTICAS.
2.5.1. Determinaciôn de la actividad AA-NAT.
a) Principio del ensavo.
La actividad serotonina N-acetiltransferasa (arilalquilamina, EC 2.3.1.87) se 
determinô segùn el método de radioenzimoensayo propuesto por Parfitt y colaboradores 
(1975) para la glândula pineal del hamster europeo {Cncetus cricetus) con modificaciones 
especificas para el tejido ocular puestas a punto por nuestro grupo de investigaciôn 
(Alonso-Gômez y cols., 1992a).
Esta técnica se basa en la relaciôn existante entre la actividad enzimâtica présente 
en una muestra y la cantidad de producto formado en el transcurso de la reacciôn. La 
actividad AA-NAT cataliza la transferencia de grupos acetilo desde el acetil-coenzima A 
(AcCoA) hasta la serotonina. En la reacciôn in vitro que tiene lugar en el en say o la 
triptamina actüa como amina aceptora de los grupos acetilo, formândose 
N-acetiltriptamina. Partiendo de una mezcla de reacciôn en la que coexisten dos formas 
de AcCoA, una fria y una marcada radiactivamente (AcCoA*), dado que la NAT tiene la 
misma afinidad por ambas, en el transcurso de la reacciôn se forman cantidades 
équivalentes de producto frio (N-AcTriptamina) y de producto marcado 
(N-AcTriptamina*), por lo que la cantidad de radiactividad incorporada al producto es 
proporcional a la actividad AA-NAT présente en la muestra:
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Triptamina
N-AcTriptamina
W-AcTriptamina
AA-NAT
CoAAcCoA
AcCoA
b) Reactivos y tampones.
- Tampôn fosfato 250 mM, pH = 6,5 (TP)
- KH2PO4 27,145 g
- K2HPO4 8,725 g
- H2O 1000 ml 
Ajustar con KOH 10% (p/v)
- EGTA (20 mM) en TP (TPE)
- EGTA 0,0761 g en 10 ml de TP.
Ajustar el pH a 6,5 con KOH 10% (p/v).
- Soluciôn madré de AcCoA 11 mM (mAc)
- 10 mg AcCoA en 1ml de TP.
- Se hacen alfcuotas de 20 pl y se conservan congeladas a -20°C.
- Soluciôn de AcCoA radiactiva 0,328 mM (mAc*)
- 100 pCi de [^^C-AcCoA] en 600 pl de H20d.
- Se hacen alicuotas de 100 pl y se conservan congeladas a -20°C.
- Soluciôn madré de triptamina 10 mM (mTr)
- 3,93 mg de Triptamina-HCI en 2 ml de TP (se prépara inmediatamente antes del 
ensayo).
- Soluciôn de trabajo AcCoA y triptamina (ST)
- [20 pl mTr + 1 pl mAc*]/tubo.
- Diluciôn de AcCoA (125 pM)
- [1 pl mAc + 87 pl TP]/tubo.
c) Procedimiento experimental.
- Preparaciôn del homogeneizado.
Cada retina neural se sonica en frio en 300 pl de TPE (2 pulsos de 5 sg a una 
potencia de 60 %). Una vez sonicadas, el homogeneizado se centrifuge a 6.000 rpm
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durante 1 min para que sedimenten los granules de pigmente proœdentes de restos del 
epitelio pigmentado que hayan podido quedar adheridos a la retina.
- Radioenzimoensayo.
• A cada tubo del ensayo se le anade, en este orden:
Homogeneizado 100 pl
AcCoA(125pM) 80 pl
ST 20 pl
Las concentraciones finales en la mezcla de reacciôn son 50 pM de AcCoA y 1 mM 
de triptamina. La mezcla de reacciôn se prépara en bano de hielo.
. Los tubos blanco se realizan sustituyendo el homogeneizado de tejido por 100 pl de 
TPE.
- Incubaciôn a 25°C durante 20 min.
- Parar la reacciôn ahadiendo 1 ml de cloroformo frio.
- Agitar 3 veces (20 sg cada vez).
- Centrifugar a 13.000 rpm durante 5 min.
- Eliminar el sobrenadante por aspiraciôn.
- Ahadir 200 pl de TP y agitar 2 veces (10 sg cada vez).
- Centrifugar a 6.000 rpm durante 1 min. Aspirar el sobrenadante (2 lavados).
- Recoger 0,5 ml de la fase clorofôrmica en un tubo Eppendorf.
- Dejar evaporar. Ahadir 0,5 ml de liquide de centelleo.
- Contaje de la radiactividad durante 5 min (contador p).
d) Câiculo de los resuitados.
La actividad enzimâtica se calcula a partir de las cpm del extracto clorofôrmico de la 
mezcla de reacciôn. Dado que la estequiometria de la reacciôn catalizada por la NAT es 
1:1, por cada molécula de AcCoA consumida se forma una de N-AcTriptamina y, por 
tanto, la cantidad de N-AcTriptamina* formada es la misma que la cantidad de AcCoA* 
consumida. Al inicio de la reacciôn hay una cantidad (nmoles) conocida de AcCoA total 
(marcada mâs fria) que corresponde a las cpm totales (que vienen dadas por la AcCoa* 
ahadida), de modo que conocidas las cpm del extracto tras la reacciôn, podemos calcular 
los nanomoles transformados:
NAT (nmol/tubo) = c p m W t r a ) - c p m  (blanco^ ,  nmol iniciales AcCoA x 2
cpm (totales)
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El resultado obtenido debe ser multiplicado por 2 puesto que solo se valoran las 
cpm en la mitad del total de extracto clorofôrmico (0,5 ml).
Para expresar los resuitados en nmoles de producto formado por hora y por mg de 
proteina se debe hacer la siguiente correcciôn;
NAT(nmol/h/mgprot)=^ NAT (nmol/tubo)
tiempo de reacciôn (h) x mg prot/tubo
Para la determinaciôn del contenido de proteinas en la retina de la tenca se 
realizaron algunas modificaciones respecte al protocole descrito en el apartado 2.4.6. La 
soluciôn problema se obtuvo a partir de 15 pl de homogeneizado y 235 pl de HzOd y el 
volumen de soluciôn C y de reactivo de Folin ahadido a cada tubo se redujo a la mitad 
respecte al protocole general (es decir, 1,25 ml y 125 pl, respectivamente). Esta 
determinaciôn se llevô a cabo por duplicado.
2.6. TÉCNICAS CRGMATOGRÂFICAS (CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA 
RESOLUClÔN, HPLC).
2.6.1. Principios générales del ensayo.
La cromatografia liquida es una técnica idônea para el analisis de moléculas de 
peso molecular inferior a 1000 Da. Durante el proceso cromatogràfico se genera un 
conjunto de fuerzas que compiten de manera selectiva por un compuesto, bien tendiendo 
a fijarlo a la fase estacionaria de la columna, o bien a arrastrarlo con la fase môvil que la 
atraviesa. El tipo de estas fuerzas va a depender de la naturaleza de la muestra, de la 
fase estacionaria y de la fase môvil. Las moléculas quedarén mâs o menos retenidas en 
la fase estacionaria dependiendo de si la fuerza de retenciôn es mayor o menor que la 
fuerza que las mantiene en la fase môvil (fuerza de disoluciôn), presentando un “tiempo 
de retenciôn" (tr) caracteristico para cada molécula y dependiente de las caracteristicas 
estructurales de cada compuesto (peso molecular, carga iônica, grupos funcionales, etc) 
(Garcia de Marina y Del Castillo, 1988).
Existen distintos tipos de cromatografia liquida dependiendo del modo de 
separaciôn de los compuestos. Uno de estos tipos es la cromatografia de fase reversa, 
que corresponde al utilizado en este trabajo. Los compuestos a analizar se reparten entre 
una fase estacionaria hidrofôbica y una fase môvil acuosa. La fase estacionaria, 
empaquetada en la columna, estâ constituida por grupos octadecilo (ODS) anclados a 
una superficie inerte de silice. La retenciôn del soluto se produce por interacciones
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hidrofôbicas entre este y la fase estacionaria hidrocarbonada. Para la eluciôn de las 
moléculas a determinar se utilizan fases môviles polares, generalmente agua conteniendo 
metanol, acetonitrilo u otros disolventes orgânicos, produciéndose la eluciôn en orden de 
polaridad decreciente, es decir, eluirén primero los compuestos mas hidrofilicos. Ademas, 
la cromatografia de par iônico implica la presencia en la fase môvil de un compuesto, 
generalmente de naturaleza organica y de elevado peso molecular como el 
octanosulfonato sôdico, con iones de carga opuesta a la de la muestra problema (en 
nuestro caso monoaminas, que presentan carga positiva a pH 2-8). Se formera asi un par 
iônico con la muestra, neutralizandose su carga y, permitiendo de este modo su 
solubilizaciôn en la fase organica estacionaria. Ademas, se aumenta el tiempo de 
retenciôn de las catecolaminas, evitando su eluciôn en el trente de inyecciôn.
La detecciôn electroquimica (ED) implica el uso de un potencial eléctrico para 
efectuar una reacciôn quimica. En el caso de las monoaminas, los grupos hidroxilo 
pueden oxidarse aplicando al electrodo un potencial positive, con la consiguiente 
formaciôn de ortoquinonas, liberando dos electrones y dos protones. La detecciôn 
electroquimica de melatonina proporciona mayor sensibilidad que la detecciôn ultravioleta 
o la detecciôn fluorimétrica, llegando a ser comparable a la obtenida mediante el RIA o la 
espectrometria de masas (Vieira y cols., 1992). Dentro de la detecciôn electroquimica, en 
la coulométrica, utilizada en la présente Memoria, el 100% de las moléculas son 
oxidadas, por lo que la sehal generada es directamente proporcional a la cantidad total de 
moléculas que se pueden medir (ESA Inc., 1992).
2.6.2. Cuantificaciôn de melatonina mediante HPLC-ED.
El contenido de melatonina se cuantificô segùn el método desarrollado por Vieira y 
colaboradores (1992) para la glandula pineal y el plasma de mamiferos, con 
modificaciones especificas para el tejido ocular puestas a punto por nuestro grupo de 
investigaciôn (Valenciano, 1998). Este método proporciona una elevada sensibilidad, 
precisiôn y reproducibilidad.
a) Preparaciôn de la fase môvil.
La fase môvil utilizada esta constituida por:
- Na2HP04 (25 mM) 4,45 g/l
- H3PO4 85% (25 mM) 1,7 ml/l
- Acetonitrilo (20%) 200 ml/l
Disolver el Na2HP04y el H3PO4 en agua de calidad MiliQ y ajustar el pH a 3,5 con 
NaOH 5 N. Enrasar el volumen final y ahadir el acetonitrilo.
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Previamente a su utilizaciôn, la fase môvil es filtrada a través de filtros de poliamida 
(Sartorius 0,45 pm, Sartolon) y desgasificada con helio durante 15-20 minutes.
b) Preparaciôn de las soluciones estândares.
Las soluciones madré de melatonina y de los estândares internes (2-l-melatonina y 
6-CI-melatonina) se preparan en etanol absolute a una concentraciôn de 5 mM y se 
conservan a -80®C.
A partir de las soluciones madrés de 2-l-mel y 6-CI-mel se obtiene, por diluciones 
sucesivas en fase môvil, una soluciôn conteniendo ambos estândares a una 
concentraciôn final de 10 nM. Con esta soluciôn se realizan diluciones sucesivas de la 
soluciôn madré de melatonina hasta obtener la curva de calibraciôn en el intervalo 1,25- 
10 nM.
c) Preparaciôn de las muestras.
- Homogeneizaciôn.
Tampôn fosfato sôdico 0,1 M, pH 6,5.
- H20ddd 100 ml
-NaH2P04 1,20 g
Ajustar el pH a 6,5 con NaOH al 10% (p/v).
Sonicar cada retina en 300 pl de tampôn fosfato sôdico. Reservar 20 pl del 
homogeneizado para la determinaciôn de las proteinas. A los 280 pl restantes de 
homogeneizado se anaden 100 pl de una mezcla de estândares internes a una 
concentraciôn de 10 nM. Para la determinaciôn de las proteinas, que se realiza por 
duplicado, se ahaden 240 pl de H20d a los 10 pl de homogeneizado. El resto del ensayo 
se realizô segün lo descrito en el apartado 2.4.6.
- Extracciôn.
- Ahadir 3 ml de cloroformo al homogeneizado (380 pl). Agitar y centrifugar a 1.000 g 
durante 5 min.
- Eliminar el sobrenadante por aspiraciôn.
- Secar la fase clorofôrmica bajo atmôsfera de nitrôgeno.
- Reconstituir con 100 pl de fase môvil y 2 ml de pentano. Agitar y centrifugar a 
1.000 g durante 5 min.
- Eliminar el pentano por aspiraciôn secando los restos de pentano bajo atmôsfera de 
nitrôgeno.
d) Instrumental y condiciones cromatogrâficas.
- Bomba peristâltica (Waters 590). Flujo 1 ml/min.
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- Inyector manual Reodine (puerto de inyecciôn de 20 pl).
- Columna 08 (Spherisorb, Tracer). Tamaho de particule: 3 pm. Diâmetro interne: 0,46 
cm. Longitud: 10 cm.
- Célula de acondicionamiento (ESA, 5021).
- Célula analitica:
- Electrodo 1: Potencial: 100 mV; Sensibilidad: 20 nA.
- Electrodo 2: Potencial: 600 mV; Sensibilidad: 50 nA.
- Môdulo de control: Coulochem II (ESA).
- Sistema de software: Biocrom 2000 (Micron Analitica S.A.) para la transformaciôn de la 
sehal analôgica a digital y posterior analisis matematico.
Previamente a la inyecciôn de las muestras se procédé a la calibraciôn del sistema 
dos veces al dia inyectando una soluciôn que contiene una cantidad conocida de 
melatonina y de los metoxindoles no fisiolôgicos que actûan como estândares internos 
(2-l-melatonina y 6- Cl-melatonina). La calibraciôn permite conocer:
- El tiempo de retenciôn de la melatonina y de los estândares internos.
- Las posibles pérdidas de melatonina durante el almacenamiento y procesamiento de 
las muestras, gracias a la obtenciôn de un factor de respuesta (fp) respecte al estândar 
interno.
- Las variaciones de sensibilidad del detector.
e) Câiculo de los resuitados.
Las âreas obtenidas tras la integraciôn de los picos del cromatograma fueron 
transformadas en pmol/ml aplicando la siguiente fôrmula):
,, , (Ac X fp)pmol/ml =  ----------
donde:
- Ac: ârea del compuesto en la muestra.
 ^  ^ .. ârea media del estândar interno- fp: factor de recuperacion = —
ârea del estândar interno en la muestra 
- P: pendiente de la recta de regresiôn estândar.
Finalmente, los datos obtenidos se expresan como pg/mg prot:
Mel (pg/mg prot)=(2? .9 ' W x V . x P m
mg prot
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donde;
- Vm: Volumen de muestra (ml).
- Pm: peso molecular (Da).
2.6.3. Cuantificaciôn de monoaminas hipotalâmicas y sus metabolitos mediante 
HPLC-ED.
a) P reparac iôn  de la fase  m ôvil.
La fase môvil utilizada estâ constituida por:
- EDTA-Na (0,1 mM) 37,2 mg/l
- H3PO4 85% (10 mM) 0,68 ml/l
- Âcido 1-octanosulfônico (0,4 mM) 86,5 mg/l
- Acetonitrilo (3,5%) 35 ml/l
Disolver el EDTA-Na, el octanosulfonato sôdico y el H3PO4 en agua de calidad MiliQ 
y ajustar el pH a 2,84 con NaOH ION. Ajustar el volumen final y finalmente ahadir el 
acetonitrilo.
Previamente a su utilizaciôn, la fase môvil es filtrada a través de filtros de poliamida 
(Sartorius 0,45 pm, Sartolon) y desgasificada con helio durante 15-20 minutes.
b) P reparac iôn  de las soluciones estândares .
Las soluciones madré de las distintas monoaminas y del estândar interne 
(isoproterenol) se preparan en soluciôn de âcido perclôrico (PCA) a una concentraciôn 10 
mM y se conservan a -80°C. Esta soluciôn de PCA consta de:
- PCA (0,2 N) 2,174 ml/100 ml
- Bisulfite sôdico (0,2 mM) 3,802 mg/100 ml
- EDTA-Na (0,4 mM) 14,88 mg/100 ml
Disolver en primer lugar el EDTA-Na y el bisulfite sôdico en agua de calidad MiliQ y 
posteriormente ahadir el PCA.
A partir de la soluciôn madré de isoproterenol 10 mM se obtuvo, por diluciones 
sucesivas en soluciôn de PCA, una soluciôn de homogeneizaciôn conteniendo dicho 
estândar a una concentraciôn 100 nM. Con esta soluciôn de homogenizaciôn se 
realizaron diluciones sucesivas de las soluciones madré de monoaminas hasta obtener la 
curva de calibraciôn en el intervalo 3,125-300 nM.
c) P reparac iôn  de las m uestras.
- Sonicar medio hipotâlamo en 100 pl de soluciôn de homogeneizaciôn en frio (2 pulsos 
de 5 segundos a una potencia de 60%).
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- Centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min.
- Inyectar el sobrenadante en el sistema de HPLC y conserver el precipitado para la 
determinaciôn de proteinas.
d) instrumental v condiciones cromatoqraficas.
- Bomba peristâltica (Waters 590). Flujo 1 ml/min.
- Inyector automâtico (Agilent 1100 series, modelo G 1329A ALS) acoplado a un 
termostatizador (Agilent, modelo G 1330BA ALSTherm).
- Columna C l 8 (Spherisob, Waters). Tamaho de partfcula: 5 pm. Diâmetro intemo: 0,46 
cm. Longitud: 12,5 cm.
- Célula de acondicionamiento (ESA, 5021).
- Célula analitica:
- Electrodo 1: Potencial: 50 mV; Sensibilidad: 20 nA.
- Electrodo 2: Potencial: 300 mV; Sensibilidad: 10 nA.
- Môdulo de control: Coulochem II (ESA).
- Sistema de software: Biocrom XP (Micron Analitica S.A.) para la transformaciôn de la 
sehal analôgica a digital y posterior anâlisis matemâtico.
Previamente a la inyecciôn de las muestras se precede a la calibraciôn del sistema 
varias veces al dia inyectando una soluciôn que contiene una cantidad conocida de las 
diferentes aminas que van a ser medidas asi como de la amina no fisiolôgica que se 
utilize como estândar intemo (isoproterenol).
e) Câiculo de los resuitados.
Las âreas obtenidas tras la integraciôn de los picos del cromatograma fueron 
transformadas en nmol/ml aplicando la siguiente fôrmula):
nmol/ml = ^  ^ —  x 2
donde:
- Ac: ârea del compuesto en la muestra.
 ^  ^  ^ ., ârea media del estândar interno- fp: factor de recuperacion = —
ârea del estândar interno en la muestra 
- P: pendiente de la recta de regresiôn estândar.
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Finalmente, los datos obtenidos se expresan como ng/mg prot o pg/mg prot:
 ^ (nmol/ml) x Vm x Pmng/mg prot =  ---------- ----------------
mg prot
donde:
- Vm: Volumen de muestra (ml).
- Pm: peso molecular (Da).
Para la determinaciôn del contenido de proteinas en el hipotâlamo se reconstituyô 
el precipitado en 120 pl H20d y la soluciôn problema se obtuvo a partir de 20 pl de 
homogeneizado y 480 pl de H20d. Esta determinaciôn de proteinas se realizô por 
duplicado.
Este método de HPLC utilizado en la présente memoria ha sido validado 
previamente para la cuantificaciôn de monoaminas encefâlicas de C. auratus por nuestro 
grupo de investigaciôn (De Pedro y cols., 2001a).
2.7. TÉCNICAS RADIOINMUNOLÔGICAS (RIA).
2.7.1. Criterios de validez del RIA (Midgiey y cols., 1969).
a) Especificidad.
Es la capacidad del anticuerpo de discernir selectivamente entre varies compuestos 
quimicos relacionados con la hormona a valorar, y que podrian existir en las muestras 
biolôgicas. Se calcula como los coeficientes de reacciôn cruzada, que representan la 
relaciôn, en porcentaje, entre las concentraciones de hormona y el compuesto similar 
necesario para obtener un desplazamiento del 50% de una cantidad conocida de 
marcador.
b) Paralelismo.
Entre ta curva estândar y una serie de diluciones de la muestra. Este método de 
validaciôn es utilizado como un indice de similitud de la inmunoreactividad entre el 
compuesto estândar y el valorado en la muestra. La existencia de paralelismo indica que 
el factor de diluciôn utilizado no afecta a la estimaciôn de la concentraciôn final de 
hormona.
c) Recuperacion analitica.
Se define como la diferencia, en tanto por ciento, entre el valor estimado mediante 
RIA y la cantidad real de hormona ahadida. En el caso de realizarse utilizando varias
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concentraciones de hormona, debe establecerse una correiaciôn lineal entre la cantidad 
real y la estimada.
d) Sensibilidad.
Se define como la menor concentraciôn de hormona que puede ser discriminada de 
la uniôn maxima (Bo) con una p < 0,05. La sensibilidad se calcula como el punto que dista 
del Bo dos veces su desviaciôn estândar.
e) Precisiôn v reproducibilidad.
Se mide utilizando los coeficientes de variaciôn intra- e inter-ensayo determinados a 
varias concentraciones de la curva estândar. Los coeficientes de variaciôn representan la 
relaciôn, en tanto por ciento, entre la desviaciôn tipica y la media. Dichos coeficientes son 
un indice de la reproducibilidad del método bajo las condiciones de ensayo utilizadas y 
deben ser siempre inferiores a la variabilidad encontrada en las muestras biolôgicas.
.   ^ ^ . . .  Desviaciôn estândar de la mediaCoeficiente de variaciôn = ----------------------------------------------x 100
Media
2.7.2. Principios générales del ensayo.
El radioinmunoensayo se basa en la competiciôn que se establece entre un 
compuesto marcado radiactivamente, en nuestro caso con ^^ ®l, y el mismo compuesto 
"frio" (bien el estândar o bien el compuesto présente en la muestra) por unirse a una 
cantidad limitada de anticuerpo especifico (anticuerpo primario) para ese compuesto. Con 
la ayuda de un segundo anticuerpo (anticuerpo secundario) especifico para el anticuerpo 
primario se consigue la precipitaciôn de los complejos anticuerpo-antigeno “frio” y 
anticuerpo-antigeno marcado y por lo tanto la separaciôn del ^^^l-antigeno unido al 
anticuerpo del antigeno marcado libre. Al aumentar la concentraciôn de compuesto “frio”, 
la cantidad de compuesto marcado capaz de unirse al anticuerpo disminuye, por lo que la 
cantidad de marcaje final serâ inversamente proporcional a la cantidad de compuesto 
“frio” présente en la muestra problema. Midiendo la cantidad de compuesto marcado que 
se une al anticuerpo en presencia de concentraciones crecientes y conocidas del 
estândar se puede construir una curva estândar a partir de la cual determinar la 
concentraciôn de compuesto frio présente en la muestra.
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2.7.3. Determinaciôn del contenido encefàlico de NPY y de los niveles plasmâticos 
de ghrelina.
La determinaciôn de! contenido de NPY en hipotâlamo y telencéfalo y de los niveles 
circulantes de ghrelina se realizô por radioinmunoensayo utilizando los “kits” comerciales 
“Neuropeptide Y RIA” (Human, Rat) (S-2029, Bachem, Peninsula Laboratories, Inc.) y 
“Ghrelin RIA” (Human) (S-2227, Bachem, Peninsula Laboratories, Inc.), respectivamente.
a) Reactivos de los “kits” comerciales.
- Tampôn
- Péptido estândar: NPY o ghrelina (liofilizado, 12,8 pg)
- Anticuerpo primario de conejo
- ^^®l-Péptido: NPY o ghrelina (liofilizado, 1,5 pCi)
- Anticuerpo secundario de conejo (GARGG) (liofilizado)
- Suero de conejo (NRS) (liofilizado)
b) P reparac iôn  de las m uestras de hipotâlam o v te lencéfa lo .
- Poner las muestras en baho de agua a 100°C durante 10 minutes.
- Sonicar (2 ciclos: 0,5, amplitud 60%).
- Centrifugar a 13.000 rpm durante 3 minutes.
- Conserver el sobrenadante a -80°C para determinar el contenido de NPY. El anâlisis se 
realiza en muestras diluidas (1/20). Las diluciones se realizaron con el tampôn incluido 
en el “kit”. Los datos se expresaron como ng/hipotâlamo y ng/telencéfalo.
c) Procedimiento.
• Dia 1
- Diluir el tampôn con HzOd hasta un volumen final de 200 ml.
- Reconstituir el péptido estândar con 1 ml de tampôn.
- Reconstituir el anticuerpo primario con 13 ml de tampôn.
- Diluir las muestras con tampôn (diluciôn 1/20).
- Preparar una serie de diluciones del estândar para obtener una curva con 
concentraciones desde 1 pg/tubo hasta 128 pg/tubo.
- Ahadir 100 pl de tampôn a los tubos NSB (uniôn no especifica) (por triplicado).
- Ahadir 50 pl de tampôn a los tubos Bo (uniôn mâxima) (por triplicado).
- Ahadir 50 pl de cada una de las concentraciones del estândar a los tubos de la 
curva (por triplicado).
- Ahadir 50 pl de muestra a los tubos de la muestra (por duplicado).
- Ahadir 50 pl de anticuerpo primario a todos los tubos excepto a los tubos T 
(cuentas totales) y a los NSB.
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- Agitar e incubar a 4®C durante 24 h.
. Dia 2
- Preparaciôn del péptido marcado: Diluir el péptido marcado con 1 ml de tampôn 
(soluciôn madré). Dependiendo de la eficiencia del contador gamma utilizado la 
cantidad de soluciôn madré a utilizar varia. Para determinar esta cantidad se 
miden las cuentas en 5 pl de soluciôn madré y se aplica la siguiente fôrmula:
X pl -  5 pl madré) x cpm deseadas x (n° tubos + 10)
cpm en 5 pl de la soluciôn madré
Y ml =(0,05 ml x (n® tubos + 10)) - X
donde:
- X: pl de soluciôn “madré”
- Y: ml de tampôn
- Combinar X pl de ^^ l^-péptido con Y ml de tampôn. Mezclar bien y contabilizar las 
cpm en 50 pl de esta soluciôn. El intervalo de cpm para 50 pl debe estar entre 
5.000 y 7.500. Si fuese necesario, ajustar la concentraciôn de ^^^l-péptido hasta 
lograr las cpm deseadas.
- Ahadir 50 pl de la soluciôn asi obtenida a todos los tubos.
- Agitar e incubar a 4°C durante 18 h.
. Dia 3
- Reconstituir el GARGG y el NSR con 13 ml de tampôn, respectivamente.
- Ahadir 50 pl de GARGG a todos los tubos, excepto a los tubos de cpm totales 
(T).
- Ahadir 50 pl de NSR a todos los tubos, excepto a los tubos T.
- Agitar e incubar a temperatura ambiente durante 2 h.
- Ahadir 250 pl de tampôn a todos los tubos, excepto a los tubos T.
- Agitar y centrifugar a 4.000 rpm a 4°C durante 20 min todos los tubos, excepto 
los tubos T.
- Aspirar el sobrenadante (no aspirar los tubos T).
- Medir las cpm en el precipitado en un contador gamma durante 2 min.
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En la Tabla 1 se resumen los volümenes de tampôn, muestra/estândar, péptido 
marcado, anticuerpo primario y secundario y suero que hay que ahadir a cada tipo de 
tubo.
Tabla 1. Resumen de los volümenes a ahadir de cada uno de los elementos del 
radioinmunoensayo para NPY o ghrelina a los distintos tipos de tubos.
Tampôn St Muestra A c r ^^ l^-Péptido GARGG NSR Tampôn
T . . . — — — 50 pl --- --- ---
NSB 100 pl —  — — 50 pl 50 pl 50 pl 250 Ml
Bo 50 pl —  — 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 250 Ml
St . . . 50 pl — 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 250 Ml
Muestra . . . 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 250 Ml
D ia l Dia 2 Dia 3
T: cpm totales de la diluciôn de la soluciôn madré del péptido marcado; NSB; uniôn no especifica; 
Bo: uniôn mâxima; St: estândar; GARGG: anticuerpo secundario; NSR: suero de conejo.
2.7.4. Determinaciôn de los niveles circulantes de leptina.
La valoraciôn de los niveles circulantes de leptina se realizô por radioinmunoensayo 
utilizando el “kit” comercial “Leptin Multi-species” (71430, Linco Research Inc.)
a) Reactivos del “kit” comercial.
- Tampôn
- Anticuerpo de cobaya para leptina de diferentes especies
- ^^®l-leptina humana (liofilizada, < 3 pCi)
- Tampôn
- Péptido estândar (leptina humana recombinante, 1-50 ng/ml)
- Contrôles de calidad (3 y 22 ng/ml)
- Reactivo précipitante
b) Procedimiento.
• Dia 1
- Ahadir 150 pl de tampôn a los tubos NSB (uniôn no especifica) (por triplicado).
- Ahadir 100 pl de tampôn a los tubos Bo (uniôn mâxima) (por triplicado).
- Ahadir 50 pl de tampôn a los tubos de los estândares (por triplicado), a los de los 
contrôles de calidad (por duplicado) y a los de las muestras (por duplicado).
- Ahadir 50 pl de cada una de las concentraciones del estândar a los tubos 
correspondientes de la curva.
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- Ahadir 50 pl de cada concentraciôn de los contrôles de calidad.
- Ahadir 50 pl de muestra (plasma) a los tubos de la muestra.
- Ahadir 50 pl de anticuerpo primario a todos los tubos excepto a los tubos T 
(cuentas totales) y a los NSB.
- Agitar e incubar a 4®C durante 20-24 h.
. Dia 2
- Reconstituir el péptido marcado con los 27 ml de tampôn. Dejar a temperatura 
ambiente durante 30 minutes agitando ocasionalmente.
- Ahadir 50 pl de la diluciôn de l-leptina a todos los tubos.
- Agitar e incubar a 4°C durante 20-24 h.
. Dia 3
- Ahadir 500 pl de reactivo précipitante a todos los tubos excepto a los tubos T.
- Agitar e incubar a 4°C durante 20 min.
- Centrifugar todos los tubos, excepto los tubos T, a 2.000-3.000 g durante 20 min.
- Decantar inmediatamente el sobrenadante de todos los tubos, excepto los tubos 
T.
- Medir las cpm del precipitado en un contador gamma durante 2 min.
En la Tabla 2 se resumen los volümenes de tampôn, muestra/control/estândar, 
péptido marcado y anticuerpo primario y reactivo précipitante que hay que ahadir a cada 
tipo de tubo.
Tab la  2. Resumen de los volümenes a ahadir de cada uno de los componentes del “kit” 
para leptina a los distintos tipos de tubos.
Tampôn St Control Muestra Antic 1® ^^ l^-leptina Reactivo précipitante.
T --- --- — --- 50 pl ---
NSB 150 pl --- --- --- 50 pl 500 pl
Bo 100 pl --- --- --- 50 pl 50 pl 500 pl
St 50 pl 50 pl --- --- 50 pl 50 pl 500 pl
Control 50 pl --- 50 pl --- 50 pl 50 pl 500 pl
Muestra 50 pl --- --- 50 pl 50 pl 50 pl 500 pl
Dia 1 Dia 2 Dia 3
T; cpm totales de la diluciôn de ^^ l^-leptina; NSB; uniôn no especifica; Bo: uniôn mâxima; St: 
estândar.
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2.8. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.
El valor de las variables estudiadas se ha expresado mediante un paramètre de 
centralizaciôn (media aritmética) y uno de dispersion (error estândar de la media, e.e.m.). 
Para realizar el anâlisis estadistico de los resuitados se utilizô el programa informâtico 
Sigma Stat 3.2.
2.8.1. Analisis de regresiôn lineal.
El anâlisis de regresiôn indica si una variable, y, que se define por la funciôn 
“y  = a + bx”, depende de una variable independiente, x, lo que viene dado por el 
coeficiente de correiaciôn y  (SokaI y Rohif, 1979). Permite, por tanto, estudiar la posible 
relaciôn entre pares de valores obtenidos de los mismos animales.
2.8.2. Anâlisis de la varianza (ANOVA) y test de comparaciones multiples.
Cuando el numéro de médias muestrales a comparar fue mayor de dos, pero el 
criterio de clasificadôn de las mismas fue ünico, es decir, existia un ùnico factor o fuente 
de variaciôn, se utilizô el ANOVA de una via. En los casos en que este anâlisis resultô 
significative se aplicô posteriormente un test de comparaciones multiples, concretamente 
el test de Student-Newman-Keuls (SNK), que permite determinar los pares de muestras 
que presentan diferencias significativas.
En aquellas variables que presentaron una g ran dispersiôn de su varianza, se 
realizô la transformaciôn logaritmica de sus valores con el objeto de conseguir la 
homogeneidad de dichas varianzas, comprobândose a continuaciôn la homocedasticidad 
mediante la aplicaciôn del test de Barlett (SokaI y RohIf, 1979).
2.8.3. Anâlisis sinusoidal.
La ritmicidad de los distintos parâmetros estudiados se ajustô a funciones ciclicas 
de tipo sinusoidal. Se utilizô el método de Duggleby (1981) para ajustar los datos 
expérimentales al modelo:
y = Ao + Ai X COS (t X t t /1 2  (p)
Los parâmetros estimados fueron (Esquema 13):
- Ao: Nivel medio o mésor. Indica la media de los datos ajustados al ritmo sinusoidal.
- Ai: Amplitud sinusoidal. Indica la oscilaciôn de la funciôn sinusoidal a partir del valor Aq.
- (p: Fase. Indica el desplazamiento de la curva sinusoidal respecto al origen. Su valor
coincide con el momento del mâximo.
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t: Tiempo. Se représenta en horas y debe ser transformado a radianes para introducirlo 
en el modelo. El periodo de la curva sinusoidal, en nuestro caso, toma el valor de 24 
h (24 h = 2 TT radianes).
Màx
Min
Esquema 13. Parâmetros que caracterizan un ritmo: Aq: nivel medio o mésor; Ai: amplitud 
sinusoidal; x: periodo; t: tiempo; Max: mâximo; Min: minimo.
Para determinar si el ritmo es significative se utilizô la razôn ruido/senal de la Ai como 
estadistico. Cuando este paramétré es menor de 0,3 se acepta que el ritmo es 
significative (Halberg y Reinberg, 1967). El coeficiente ruido/senal se calculé como:
ruido
senal
= errer estândar de A1/A1
2.8.4. Test f de Student.
Este test se aplicô para comparar la pendiente de dos rectas a partir de los datos 
obtenidos en el analisis de regresiôn lineal (pendiente y errer estândar de esta).
2.8.5. Grades de significaciôn.
Los grados de significaciôn considerados en la présente Memoria han sido los 
siguientes:
N.S. p > 0,05 
p < 0,05
p < 0,01
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2.9. DISENOS EXPERIMENTALES.
2.9.1. Variaciones diarias y estacionales en la hematologia, bicquimica plasmàtica y 
réservas metabôlicas en Tinca tinca.
Con el propôsito de estudiar las posibles variaciones diarias y estacionales en la 
hematologia, bioquimica plasmàtica y réservas metabôlicas en esta especie de teleôsteo 
se aciimataron tencas adultas de ambos sexos (hembras: 108,9 ± 2,9 g y machos: 94,9 ± 
2,4 g) a condiciones naturales de fotoperiodo y temperatura en las cuatro estaciones del 
aho. Para ello, los peces se mantuvieron durante 3-4 semanas en tanques de 5 m  ^
provistos de un sistema de renovaciôn continua de agua. Los muestreos (n = 64/estaciôn) 
se realizaron en primavera (14-5-98), verano (25-8-98), otoho (26-11-98) e invierno (19-2- 
99). En cada ciclo diario de 24 horas las tencas se sacrificaron cada 3 horas con el 
siguiente horario de muestreo: 11:00, 14:00, 17:00, 20:00, 23:00, 2:00, 5:00, 8:00 (n = 
8/grupo). El fotoperiodo (L:D), las horas de salida y puesta del sol y la temperatura 
(màxima-minima) del agua se resumen en la Tabla 3 y en el Esquema 14.
Tabla 3. Fotoperiodo diario, hora de salida y puesta de sol y temperatura del agua y 
ambiental en las cuatro estaciones del aho.
■p agua ambiental
Dia de muestreo Mensuel
Estaciôn Fotoperiodo Orto Ocaso min màx. min. màx. min. màx. media
Primavera 14,4L:9,6D 7:00 21:23 15 18 10,4 19,6 10,4 21,2 15,8
Verano 13,4L:10,6D 7:35 20:58 22 26 22,6 37,0 19,3 33,9 26,6
Otoho 9,6L:14,4D 8:13 17:51 12 15 2.6 14,0 5,1 14,9 10,0
Invierno 10,8L:13,2D 8:04 18:54 5 8 0,6 18,4 1.0 13.4 7.5
L: horas de luz; D: horas de oscuridad; T* agua: Temperatura del agua (°C); T® ambiental: 
Temperatura ambiental (®C). (Fuente de informaciôn: Observatorio Astronômico Nacional, 
Institute Geogrâfico Nacional, Ministerio de Fomente y Direcciôn General del Institute Nacional de 
Meteorologia).
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Esquema 14. Fotoperiodos correspondientes a los di'as en que se realizaron los muestreos en 
cada una de las estaciones del afio.
En el Esquema 15 se muestran las temperaturas médias, la precipitaciôn total y el 
promedio de horas de sol/dia mensuales en los meses en los que se realize el estudio.
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Esquema 15. Temperaturas médias (°C), precipitaciôn total (mm) y promedio de horas de sol 
mensuales desde febrero de 1998 hasta febrero de 1999 en Madrid. (Fuente de informaciôn: 
Observatorio Astronômico Nacional, Instituto Geogrâfico Nacional, Ministerio de Fomento y 
Direcciôn General del Instituto Nacional de Meteorologia).
Antes de ser sacrificadas, se determinaron el peso corporal y la longitud de las 
tencas, y se extrajeron muestras de sangre para el estudio de los distintos parâmetros 
hematolôgicos (numéro total de eritrocitos y leucocitos, recuento diferencial de leucocitos.
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hematocrito y concentraciôn de hemoglobina) y bioquîmica del plasma (colesterol, 
glucosa, proteinas totales y triglicéridos). Iras la decapitaciôn, se extrajo el higado, las 
gônadas y muestras de mûsculo (dorsal y ventral) para la posterior determinaciôn de 
glucôgeno, lipidos y proteinas totales.
2.9.2. Variaciones diarias y estacionales en el ccntenido hipotalàmico y 
telencefâüco de NPY y monoaminas y en los niveles plasmâticos de ghrelina y 
leptina en Tinca tinca.
Con el fin de investigar posibles cambios diarios o estacionales de ciertos 
reguladores neuroendocrinos en la tenca, aciimatamos tencas adultas de ambos sexos 
(hembras: 99,47 ± 9,9 g; machos: 90,04 ± 6,24 g) en condiciones naturales de 
fotoperiodo y temperature en varios momentos de un ciclo anual complete. Al igual que 
en el diseho descrito en el apartado 2.9.1., los peces se mantuvieron durante 3-4 
semanas en tanques de 5 provistos de un sistema de renovaciôn continua de agua. 
Considerando que la hora de la alimentaciôn es un importante sincronizador ambiental y 
puede condicionar numerosos paramétrés fisiolôgicos y comportementales, a los peces 
de este estudio se les suministrô el alimente de forma continuada a le largo de las 24 h 
del die mediante la utilizaciôn de dispensadores de comida de 24 h (Corelsa, modelo 
Clockwork). De este modo pretendemos evitar, o al menos reducir al maxime, la 
influencia de este posible sincronizador exôgeno. Los muestreos se realizaron en el 
solsticio de verano (24-6-02) y a mitad de las cuatro estaciones, verano (19-8-02), otoho 
(7-11-02), inviemo (5-2-03) y primavera (8-5-03) (n = 64/estaciôn). En cada ciclo diario de 
24 horas las tencas se sacrificaron cada 3 horas con el siguiente horario de muestreo: 
11:00, 14:00, 17:00, 20:00, 23:00, 2:00, 5:00, 8:00 y 11:00 (n = 8/grupo). Las muestras de 
sangre se obtienen por punciôn cardiaca y se procesan segün le indicado en el apartado
2.1.1. Tras la decapitaciôn se extraen de inmediato el hipotâlamo y el telencéfalo segün 
se describe en el apartado 2.1.6. de esta Memoria. El fotoperiodo (L:D), las horas de 
salida y puesta del sol y la temperatura (màxima-mfnima) del agua se resumen en la 
Tabla 4 y en el Esquema 16.
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Tabla 4. Fotoperiodo diario, hora de salida y puesta de sol y temperatura del agua y 
ambiental en los meses del afio en que se realizô el estudio.
T® agua T® ambiental
DIa de muestreo Mensuel
Estaciôn Fotoperiodo Orto Ocaso mm. mâx. min. mâx. min. mâx. media
Junio 15,1L:8,9D 6:45 21:49 16 22 18,4 34,0 17,0 31.4 24,2
Agosto 13,6L: 10,40 7:29 21:07 20 23 19,0 33,6 17,2 31,3 24,2
Noviembre 10,2L:13,8D 7:51 18:05 13 17 5.8 16,4 5,9 13,7 15,0
Febrero 10,3L:13,7D 8:21 18:37 4 7 0,4 11,0 1.4 10,9 6,2
Mayo 14,2L:9,8D 7:06 21:17 15 19 9,4 18,6 11.3 26,0 18,6
L: horas de luz; D: horas de oscuridad; T® agua: Temperatura del agua (®C); T® ambiental: 
Temperatura ambiental (“C). (Fuente de informaciôn: Observatorio Astronômico Nacional, 
Institute Geogrâfico Nacional, Ministerio de Fomente y Direcclôn General del Institute Nacional 
de Meteerelegla).
Agosto
Novembre
Febrero
Horas
□ Luz ■ Oscuridad
Esquema 16. Foteperiedos correspondientes a los dfas de muestreo.
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En el Esquema 17 se muestran las temperaturas médias, la precipitaciôn total y el 
promedio de horas de sol/d la mensuales en los meses en los que se realizô el estudio.
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Esquema 17. Temperatures médias (°C), precipitaciôn total (mm) y promedio de horas de sol 
mensuales en los meses en que se realizô el muestreo en Madrid. (Fuente de informaciôn; 
Observatorio Astronômico Nacional, Instituto Geogrâfico Nacional, Ministerio de Fomento y 
Direcciôn General del Instituto Nacional de Meteorologla, Estaciôn Meteorolôgica, Madrid).
2.9.3. Ccntenido de meiatonina y actividad AA-NAT en el tejido ocular de la tenca.
a) Variaciones diarias v estacionales en el ccntenido ocular de meiatonina v la 
actividad AA-NAT en la retina neural de la tenca.
Este estudio se realizô con los mismos animales utilizados en el apartado 2.9.1., 
por lo que las condiciones a las que estuvieron sometidos son las indicadas en dicho 
apartado. Se extrajeron las copas ôpticas complétas y las retinas neurales para la 
determinaciôn del ccntenido de meiatonina y la actividad AA-NAT, respectivamente.
b) Paoel de la temperatura en la reaulacion del ccntenido ocular de meiatonina v de 
la actividad AA-NAT en la tenca.
Conocido el carâcter rltmico de actividad AA-NAT y de la producciôn de meiatonina 
en la retina nos propusimos estudiar el papel de la temperatura en la regulaciôn de dicha 
ritmicidad. Para elle, se aciimataron tencas de 29,61 ± 1,45 g a un fotoperiodo 12L:12D 
(encendido a las 3:00 h) y dos temperaturas diferentes: 24 ± 2°C y 5 ± 2°C. Los peces se 
mantuvieron en tanques de 70 I con sistemas de aireaciôn y filtraciôn continua de agua. 
El période de aciimataciôn a estas condiciones fue de aproximadamente 1 mes. Las 
tencas (n = 6-8/grupo) se sacrificaron en la mitad de la fase luminosa (8:30 h) y en la
98
I. MATERIALES Y MÉTODOS
mitad de la fase oscura (20:30 h). De cada individuo una copa ôptica se utilize para la 
determinaciôn del ccntenido de meiatonina y del otro ojo se extrajo la retina neural, segûn 
el procedimiento descrito en el aparado 2.1.5., en la que se valorô la actividad AA-NAT.
c) Estud io  del posib le carâcter endôaeno  de la s in tes is  h tm  ica de m eiaton ina v de  
la activ idad  AA-NAT ocu iar en la ten ca .
Durante los 15 dias previos al inicio del expérimente se aciimataron 56 tencas de 
12,90 ± 0,44 g a un fotoperiodo 12L:12D (encendido a las 3:00 h, tiempo circadiano, CT) 
y a una temperatura de 20 ± 2°C. El primer dia del expérimente se mantuvo este 
fotoperiodo, pero durante los dos dias siguientes las tencas se exponen a oscuridad 
constante (DD). El horario de sacrificio de los peces se muestra a continuaciôn 
(Esquema 18), es decir, el primer dia del expérimente se sacrificô a los peces a las 10:30, 
que servira de control en luz, y a las 19:30 y 22:30 h, como contrôles de osuridad 
(n = 7/grupo). El segundo dia se sacrificaron los peces a las 7:30, 10:30, 19:30 y 22:30 h 
(n = 7/grupo), y el ultime dia del expérimente se sacrificô a los peces a las 7:30 h 
(n = 7/grupo). De une de los ojos de cada individuo se obtuvo la copa ôptica, que se 
utilizô para la determinaciôn del ccntenido de meiatonina, mientras que del otro ojo se 
extrajo la retina neural en la que se valorô la actividad AA-NAT.
OBTENCrô'îf 10:30 19:30 22:30 7:30 10:30 19:30 22:30 7:30
DE MUESTRAS ^  7,5 16,5 19,5 28,5 31,5 40,5 43,5 50,5
i l
Hora 3:00 15:00 3:00 15:00 3:00 15:00
ZT 0 12 24 36 48 60
DIAS  ^ 1«^dla, 12L:12D  ^ 2® dia, 24D  ^ 3" dia, 12D
Esquema 18. Horario de sacrificio de los peces para el estudio del posible carâcter endôgeno de 
la sintesis ritmica de meiatonina y de la actividad AA-NAT ocular en la tenca. Las barras 
horizontales blancas corresponden con exposiciôn a luz, las negras con exposiciôn a oscuridad y 
las grises a la fotofase subjetiva durante 24D.
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1. VARIACIONES DIARIAS Y ESTACIONALES EN LA HEMATOLOGIA, 
BIOQUÎMICA PLASMÂTICA Y RESERVAS METABÔLICAS EN Tinca tinca.
1.1. ESTUDIO HEMATOLÔGICO.
Las variaciones estacionales de los diferentes paramétrés de la serie roja 
estudiados en tencas de ambos sexos se resumen en la Tabla I. Machos y hembras 
presentan un patron estacional muy similar. Los valores mâs elevados de eritrocitos se 
encontraron en verano (p < 0,01 respecte al reste de las estaciones) y los mâs bajos en 
otorio (p < 0,01 respecte a primavera e invierno). También el hematocrito mostrô los 
niveles mâs altos en verano (p < 0,01 respecte al reste de las estaciones), mientras que 
los valores mas bajos, en el case de las hembras, se observaron en otorio. Solo en 
verano se encontraron diferencias significativas entre ambos sexos en el numéro de 
eritrocitos, siendo mâs alto en los machos (p < 0,01). También el hematocrito fue mayor 
en los machos en verano y otorio (p < 0,01 y p < 0,05, respectivamente).
La concentraciôn de hemoglobina en la tenca oscila entre valores minimes en torno 
a 10 g/100 ml observados en otorio y un maxime de 19,5 g/100 ml en primavera (p < 0,01 
respecte al reste de las estaciones). Sôlo en verano se encontraron diferencias 
significativas entre ambos sexos, presentando los machos niveles de hemoglobina mâs 
elevados que las hembras (p < 0,01).
Los valores de VCM fueron significativamente mayores en otorio que en el resto de 
las estaciones (p < 0,01) y no mostraron diferencias entre ambos sexos excepto en otorio, 
donde el VCM de los machos fue mâs alto (p < 0,01). Debido al elevado contenido de 
hemoglobina encontrado en primavera para ambos sexos, fue en esta estaciôn donde se 
observaron los valores mas elevados de HCM (p < 0,01 respecte a verano e invierno) y 
de CCMH (p < 0,01 respecte al resto de las estaciones).
En la Tabla II se presentan los coeficientes de correlaciôn (i) y la significaciôn 
estadistica (p) de la relaciôn entre el peso corporal y el indice nutricional con los 
paramétrés de la serie roja. En los machos el peso corporal se correlaciona 
significativamente con los niveles de hemoglobina y, por lo tante, también con los dos 
indices corpusculares relacionados con este parâmetro (HCM y CCMH), siendo esta 
correlaciôn de signe positive. Ninguno de los restantes parâmetros estudiados (numéro 
de hematies, Htc y VCM) présenta una correlaciôn estadisticamente significativa con el 
peso corporal. En las hembras no se ha encontrado una correlaciôn significativa entre el 
peso corporal y los paramétrés e indices corpusculares de la serie roja estudiados. El
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IV. RESULTADOS
indice nutricional no se correlaciona de forma significativa con ninguno de los parâmetros 
estudiados ni en machos ni en hembras.
En la Tabla III se muestran los paramétrés de las funciones sinusoïdales definidas 
por los valores expérimentales del ritmo diario del numéro de globules rojos, hematocrito, 
contenido de hemoglobina e Indices corpusculares de la serie roja (sôlo cuando existen 
diferencias significativas entre sexos se realizan dos ajustes diferentes, une para cada 
sexe). AsI mismo, en la Figura 1 se représenta la variaciôn diaria de los valores 
expérimentales (media ± e.e.m.) del numéro de glôbulos rojos circulantes y el ajuste de 
estos valores a una funciôn sinusoidal teôrica en las distintas estaciones del ario. El 
numéro de eritrocitos circulantes ünicamente mostrô un ritmo diario significativo 
(ruido/serial < 0,3) en primavera, apareciendo el valor mâximo aproximadamente a las 5 h 
de la mariana. La amplitud sinusoidal (Ai) fue aproximadamente très veces mayor en 
primavera que en las estaciones frias (otorio e inviemo). El nivel medio (Ao) mâs bajo se 
encontrô en otorio (382,83 10  ^x céls/mm^), mientras que en primavera e inviemo fue muy 
similar y aproximadamente el doble del observado en otorio. El hematocrito (Figura 2) 
mostrô un ritmo diario significativo en primavera y verano, presentando esta ultima 
estaciôn el nivel medio mâs alto de todo el ario. En verano, el hematocrito de los machos 
présenta un ritmo diario mâs marcado que en el caso de las hembras (mâx/min = 1,68 
para los machos y 1,22 para las hembras), asi como una amplitud superior. Los valores 
de hematocrito mâximos aparecen en la segunda parte de la fase oscura del ciclo 
dfa/noche en verano, otorio e invierno, mientras que en primavera se registraron en la 
mitad de dicha fase. La concentraciôn de hemoglobina (Figura 3) mostrô un ritmo diario 
significativo en todas las estaciones excepto en otorio, siendo mas marcado en invierno 
(mâx/min cp 2). El nivel medio o mésor mâs alto se observé en primavera (19,05 ± 0,47 
g/100 ml) y la menor amplitud se encontrô en otorio (Ai < 0,5). En primavera, verano e 
invierno los valores mâximos se alcanzaron en la segunda mitad de la escotofase. El 
volumen corpuscular medio (VCM) (Figura 4) no présenté un ritmo diario significativo en 
ninguna de las estaciones del ario, registrândose el mésor mâs elevado en otorio. La 
hemoglobina corpuscular media (HCM) (Figura 4) mostré un ritmo diario significativo 
(ruido/serial = 0,25) en otorio, apareciendo el mâximo aproximadamente a las 12 de la 
noche. El mésor mâs bajo se registré en invierno, siendo 1,7 veces menor que en 
primavera, estaciôn con el nivel medio mâs alto. La concentraciôn corpuscular media de 
hemoglobina (CCMH) (Figura 5) tiene un ritmo significativo en verano, 
(ruido/serial = 0,19), con el nivel medio mâs bajo de todo el ario (Ao < 40) y la amplitud 
mâs elevada (Ai = 12). En otorio e invierno la CCMH mostrô valores similares tanto de 
mésor como de amplitud, siendo estos valores intermedios entre los encontrados en
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Tabla III Paramétrés que definen las funciones sinusoidales teôricas de los ritmos diarios de
glôbulos rojos, hematocrito, hemoglobina y de los distintos indices corpusculares de la serie
roja en las cuatro estaciones del ario en la tenca {Tinca tinca).
Estaciôn Ao Al <P Màx/min Ruido/sehal
Primavera 620,45 + 24,72 150,54 ±34,93 05:08 ± 0,53 1,64 0,23*
Glôbulos rojos 
(10  ^X cels/mm^)
Verano
Otono 382,83 ±24,13 57,69 ± 34,63 15:55 ± 1,33 1,35 0,60
Invierno 632,62 ± 27,24 48,29 ± 38,49 13:58 ± 1,83 1,17 0,80
Primavera 21,01 ±0,28 2,14 ±0,39 02:52 ± 0,41 1,23 0,18*
Hematocrito
(%)
Verano
Otono
^  26,51 ±1,39 
9 25,80 ± 0,52
1 20,31 ± 0,95 
9 18,30 ±0,74
6,73 ±1,96 
2,57 ± 0,76
3,09 ±1,28 
1,61 ±1,02
08:52 ± 0,65 
06:39 ± 0,63
05:48 ± 1,05 
04:56 ± 1,51
1,68
1,22
1,36
1,19
0,29*
0,29*
0,41
0,63
Invierno 20,02 ± 0,86 1,09 ±1,22 04:42 ± 2,52 1,12 1,12
Primavera 19,05 ±0,47 3,83 ± 0,68 03:35 ± 0,39 1,50 0,18*
Hemoglobina 
(g/100 ml)
Verano
Otoho
^  10,91 ±0,48 
9 9,03 ± 0,51
9,74 ± 0,42
2,31 ± 0,67 
1,69 ±0,69
0,46 ± 0,59
04:31 ± 0,68 
03:00 ±1,00
02:19 ±2,92
1,54
1,46
1,10
0,29*
0,41
1,28
Invierno 10,80 ±0,69 3,43 ± 0,96 04:24 ± 0,67 1,93 0,28*
Primavera 401,11 ±27,52 92,76 ± 38,93 20:06 ± 0,96 1,60 0,42
Verano - - - - -
VCM
(fl) Otono
J  547,41 ± 60,66 
9 471,77 ±37,32
75,60 ±86,14 
95,56 ± 52,74
07:49 ± 2,57 
00:54 ± 1,24
1,32
1,51
1,14
0,55
Invierno 310,93 ± 18,76 64,58 ± 27,51 00:52 ± 0,91 1,52 0,43
Primavera 335,13 ± 18,73 29,03 ± 26,65 18:46 ±2,06 1,19 0,92
HCM
(pg)
Verano
Otoho 237,07 ±13,37 74,35 ±18,38 23:53 ± 0,60 1,91 0,25*
Invierno 187,57 ± 13,88 53,78 ±19,48 03:55 ± 0,84 1,80 0,36
Primavera 93,44 ± 2,22 0,66 ± 3,08 20:59 ±11,11 1,01 4,66
CCMH
(%)
Verano
Otoho
37,52 ±1,65
56,56 ± 2,55
11,91 ±2,31
4,09 ± 3,60
01:06 ±0,45
17:35 ±2,02
1,93
1,16
0,19*
0,88
Inviemo 53,85 ± 3,49 4,08 ± 4,94 07:54 ± 2,78 1,16 1,21
* El ritmo es significativo (ruido/seftal < 0,3), valores en negrita. Los datos se representan como media ± 
e.e.m. Aq: Nivel medio o mésor, A^ Amplitud sinusoidal, <p; Fase. (VCM: Volumen corpuscular medio; 
HCM: Hemoglobina corpuscular media; CCMH: Concentraciôn corpuscular media de hemoglobina).
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Figura 1. Funciones sinusoidales teôricas que definen las variaciones diarias del numéro de 
glôbulos rojos en la tenca en très estaciones del aho. Los puntos representan la media ± e.e.m. de 
los valores expérimentales (n =16/hora de muestreo). El ârea sombreada indica la fase oscura del 
fotociclo. (*): ritmo significativo; ruido/sehal < 0,3.
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Figura 2. Funciones sinusoïdales teôricas que definen las variaciones diarias del hematocrito en la 
tenca en las cuatro estaciones del afto. Los puntos representan la media ± e.e.m. de los valores 
expérimentales (n =16/hora de muestreo). El Area sombreada indica la fase oscura del fotociclo. 
(*); ritmo significativo; ruido/sehal < 0,3.
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Figura 3. Funciones sinusoïdales teôricas que definen las variaciones diarias de la hemoglobina 
en las cuatro estaciones del afto en la tenca. Los puntos representan la media ± e.e.m. de los 
valores expérimentales (n = 16/hora de muestreo). El ârea sombreada indica la fase oscura 
del fotociclo. (*): ruido/sehal < 0,3; ritmo significativo.
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Figura 4. Funciones sinusoidales teôricas que definen las variaciones diarias del VCM y la HCM 
en très estaciones del ano en la tenca. Los puntos representan la media ± e.e.m. de los valores 
expérimentales (n = 16/hora de muestreo). El ârea sombreada indica la fase oscura del fotociclo. 
{*): ruido/sehal < 0,3; ritmo significativo.
109
IV. RESULTADOS
P R IM A V E R A
11:00 17:00 23:00 5:00 11:00
Hora
V E R A N O  { * )
11:00 17:00 23:00 5:00 11:00
Hora
O TO N O
11:00 17:00 23:00 5:00 11:00
Hora
IN V IE R N O
11.00 17:00 23:00 5:00 11:00
Hora
Figura 5. Funciones sinusoidales teôricas que definen las variaciones diarias de la CCMH en la 
tenca en las cuatro estaciones del aho. Los puntos representan la media ± e.e.m. de los valores 
expérimentales (n = 16/hora de muestreo). El ârea sombreada indica la fase oscura del fotociclo. 
(*): ruido/sehal < 0,3; ritmo significativo.
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verano y primavera. En esta ultima estaciôn, se observaron el nivel medio mâs alto 
(Ao > 90) y la amplitud mas baja (Ai < 0,7).
El numéro total de leucocitos circulantes en la tenca (Tabla IV) aumenta 
progresivamente desde otoho-inviemo, cuando los valores de glôbulos blancos son los 
mas bajos del ano (p < 0,01 respecto a primavera), para alcanzar el valor mâximo en 
verano (p < 0,01 trente al resto de estaciones), ünica estaciôn del ano en la que se 
encontraron diferencias significativas entre ambos sexos (p < 0,01 mayor en machos que 
en hembras). El recuento diferencial de leucocitos (Tabla IV) révéla que los linfocitos son 
el tipo mâs abondante de glôbulos blancos en la tenca (35-40%). Hay un ligero 
incremento en verano respecto al resto de las estaciones, que sôlo fue estadisticamente 
significativo en el caso de las hembras (p < 0,05). El porcentaje relative de trombocitos en 
los machos alcanzô los valores mâs elevados en primavera (p < 0,01), siendo dicho 
porcentaje significativamente mayor que el encontrado en las hembras (p < 0,05). Los 
granulocitos mostraron valores muy similares a lo largo del ano, no encontrândose 
diferencias significativas ni entre distintas estaciones, ni entre sexos. Finalmente, los 
monocitos son el tipo celular menos abondante en la sangre de la tenca 
(aproximadamente el 5 % de todos los leucocitos) y su porcentaje relative fue 
significativamente menor en primavera en ambos sexos (p < 0,01), con valores muy 
similares en el resto de las estaciones, asi como entre machos y hembras.
La Tabla V muestra los parâmetros que definen el ajuste a funciones ciclicas de tipo 
sinusoidal de los valores expérimentales del numéro total de leucocitos, asi como de los 
distintos tipos celulares de la serie blanca. El numéro total de leucocitos mostrô un ritmo 
diario significativo (ruido/sehal < 0,3) en primavera e invierno (Figura 6). Tanto el nivel 
medio de glôbulos blancos como la amplitud del ritmo fueron mayores en primavera que 
en las estaciones frias. Los valores mâs elevados aparecen a mitad de la escotofase 
(acrofase aproximadamente a las 2:30 h) en primavera y al inicio de la fase oscura en 
invierno. Respecto al recuento diferencial, ni el porcentaje de linfocitos ni el de 
trombocitos presentô un ritmo diario estadisticamente significativo en ninguna de las 
estaciones del ano (Figura 7). El nivel medio de linfocitos circulantes fue similar en todas 
las estaciones con las amplitudes mâs altas en verano y las mâs bajas en otoho. El 
porcentaje relative de trombocitos (Figura 7) mostrô el nivel medio mâs elevado de todo 
el aho en primavera. El ritmo diario de granulocitos circulantes (Figura 8) fue 
estadisticamente significativo sôlo en otoho, con la acrofase a las 2:30 h de la noche. El 
nivel medio de este tipo celular fue mâs elevado en las estaciones frias del aho, mientras 
que las amplitudes mâs altas se observaron en verano y otoho. Las variaciones diarias
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Tabla V. Parâmetros que definen las funciones sinusoidales teôricas de los ritmos diarios de
leucocitos totales y de los distintos tipos celulares de la serie blanca en las cuatro estaciones
del aho en la tenca {Tinca tinca).
Estaciôn Ao Al <P Mâx/min Ruido/sehal
Primavera 5,90 ±0,36 1,97 ±0,51 02:35 ± 0,64 2,00 0,26*
Glôbulos blancos Verano - - - - -
(10® X cels/mm®) Otoho 4,11 ±0,35 0,97 ±0,49 14:36 ±1,19 1,61 0,51
Invierno 3,21 ±0,18 1,34 ±0,26 17:58 ±0,44 2,43 0,19*
Primavera 35,70 ±1,10 2,23 ±1,54 21:23 ±1,61 1,13 0,69
Verano 41,95 ±2,02 5,66 ±1,95 08:16±1,15 1,31 0,34
Linfocitos
(%) Otoho 36,13 ±0,85 1,98±1,17 15:23 ±1,45 1,12 0,59
Invierno 35,79 ±0,87 4,15 ±1,31 22:59 ±2,01 1,26 0,32
38,66 ±1,56 1,71 ±2,23 07:28 ±2,89 1,09 1,31
Primavera
? 34,65 ±1,22 2,63 ±1,72 23:06 ±1,50 1,16 0,66
Trombocitos Verano 29,29 ±1,41 4,01 ±1,95 15:20 ±1,17 1,32 0,49
(%)
Otoho 28,43 ±0,93 3,82 ±1,29 15:38 ±1,24 1,31 0,34
Invierno 32,70 ±1,02 1,64±1,44 18:07 ±2,01 1,11 0,88
Primavera 23,86 ±0,71 3,14 ±1,00 14:32 ±0,74 1,30 0,32
Verano 24,41 ±1,69 6,25 ±2,47 22:52 ±0,85 1,69 0,39Granulocitos
(%) Otoho 28,84 ± 0,94 5,89 ±1,31 02:35 ±0,53 1.51 0,22*
Invierno 26,95 ±1,13 2,07 ±1,59 08:55 ±1,77 1,17 0,77
Primavera 3,19 ±0,27 1,06 ±0,38 05:56 ±0,83 1,99 0,36
Verano 7,29 ± 0,63 2,24 ±0,88 08:28 ±0,91 1,89 0,39
Monocitos
(%) Otoho 5,89 ± 0,55 2,79 ±0,79 10:52 ±0,63 2,79 0,28*
Invierno 4,66 ± 0,26 2,36 ± 0,36 13:56 ±0,35 3,05 0,15*
* El ritmo es significativo (ruido/sehal < 0,3), valores en negrita. Los datos se representan como 
media ± e.e.m. Ao: Nivel medio o mésor, Ai: Amplitud sinusoidal, <p: Fase.
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Figura 6. Funciones sinusoidales teôricas que definen las variaciones diarias de glôbulos blancos 
circulantes en la tenca en très estaciones del aho. Los puntos representan la media ± e.e.m. de los 
valores expérimentales (n = 16/hora de muestreo). El ârea sombreada indica la fase oscura del 
fotociclo. (*): ruido/sehal < 0,3; ritmo significativo.
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Figura 7. Funciones sinusoidales teôricas que definen las variaciones diarias de! porcentaje 
relative de linfocitos y trombocitos circulantes en las cuatro estaciones del afto en la tenca. Los 
puntos representan la media ± e.e.m. de los valores expérimentales (n = 16/hora de muestreo). El 
ârea sombreada indica la fase oscura del fotociclo.
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Figura 8. Funciones sinusoïdales teôricas que definen las variaciones diarias del porcentaje 
relative de granulocitos y monocitos circulantes en la tenca en las cuatro estaciones del afio. Los 
puntos representan la media ± e.e.m. de los valores expérimentales (n = 16/hora de muestreo). El 
ârea sombreada représenta la fase oscura del fotociclo. (*); ruido/sefial < 0,3; ritmo significativo.
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del porcentaje de monocitos circulantes (Figura 8) muestran un ritmo significativo en 
otono y en inviemo. El nivel medio mâs elevado se observé en verano, mientras que en 
primavera se registraron los valores medios mâs bajos de todo el ano, asi como la menor 
amplitud.
1.2. VARIACIONES DIARIAS Y ESTACIONALES EN LA BIOQUIMICA PLASMÂTICA.
Los patrones estacionales de la concentraciôn plasmàtica de glucosa, proteinas 
totales, triglicéridos y colesterol y se representan en la Figura 9. Los niveles circulantes 
de glucosa (Figura 9a) siguen un patron estacional idéntico en machos y hembras, con 
niveles mâs bajos en invierno y primavera respecto a verano y otono (p < 0,01).
Mientras que en los machos las proteinas plasmâticas totales (Figura 9b) fueron 
muy similares a lo largo del ano, en las hembras se encontraron marcadas variaciones 
estacionales, con los niveles mâs elevados en inviemo (p < 0,01 respecto al resto de las 
estaciones), y los mâs bajos en verano. Ademâs, en invierno las proteinas circulantes 
fueron significativamente mayores en las hembras que en los machos (p < 0,01).
El perfil estacional de triglicéridos (Figura 9c) fue similar en ambos sexos, pero al 
igual que sucede con el colesterol, en verano se observaron valores significativamente 
mâs altos en los machos (p < 0,01). Los niveles plasmâticos de triglicéridos van 
disminuyendo desde el verano hasta alcanzar el minime en invierno (p < 0,01 respecto al 
resto de las estaciones).
Finalmente, el colesterol circulante en ambos sexos (Figura 9d) es 
significativamente menor en inviemo respecto al resto de las estaciones (p < 0,01). El 
perfil estacional fue muy similar en machos y hembras, excepto en verano, donde se 
encontraron diferencias significativas entre ambos sexos (p < 0,05), siendo los niveles 
plasmâticos de colesterol mâs elevados en los machos.
Los parâmetros que definen las funciones sinusoidales del ajuste a los valores 
expérimentales de los niveles plasmâticos de glucosa, colesterol, triglicéridos y proteinas 
totales se presentan en la Tabla VI. La concentraciôn plasmàtica de glucosa (Figura 10) 
muestra un ritmo diario significativo en invierno (ruido/senal = 0,25), con el pico durante la 
fase luminosa. El nivel medio o mésor fue similar en verano y otoho (aproximadamente 
80 mg/100 ml) y superior al observado en primavera e invierno, mientras que la amplitud 
mâs baja se observé en otoho. La concentraciôn plasmàtica de proteinas totales 
(Figura 10) no mostrô un ritmo diario significativo en ninguna de las estaciones del aho
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Figura 9. Cambios estacionales en los niveles plasmâticos de a) glucosa, b) proteinas totales, 
c) triglicéridos y d) colesterol en la tenca {Tinca tinca). Los datos se expresan como media ± e.e.m. 
(n= 32/grupo). ##: p < 0,01 respecto al resto de las estaciones, $$: p < 0,01 respecto a primavera 
e invierno, &: p < 0,05 respecto a primavera. *: p < 0,05, **; p< 0,01 diferencias entre machos y 
hembras.
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(ruido senal > 0,3), siendo el mésor muy similar en primavera, verano e invierno, y 
ligeramente menor que en invierno. La concentracion plasmatica de triglicéridos (Figura 
11) ùnicamente mostrô un ritmo diario significative en invierno con un cociente ruido/senal 
= 0,18, una amplitud cercana a 15 mg/100 ml, un cociente max/min cercano a 2 y el 
menor nivel medio de todo el ano, registrandose la acrofase en la primera parte de la fase 
oscura. En primavera y otono se midieron niveles medios similares y menores que los 
encontrados en verano. El méximo aparece durante la fase luminosa en primavera, 
verano y otono, al contrario de lo que ocurre en invierno. Durante el verano los niveles 
plasmaticos de colesterol (Figura 11) en las hembras varian a lo largo del dia siguiendo 
un ritmo diario significativo (ruido/senal = 0,27). El nivel medio mas bajo de todo el ano se 
registre en invierno y el mas elevado en otono, mientras que la amplitud fue minima en 
invierno y maxima en verano.
1.3. VARIACIONES ESTACIONALES DE LOS INDICES BIOMÉTRICOS.
En la Figura 12a se représenta el perfil estacional del indice nutricional (IN). Este 
perfil fue idéntico en ambos sexos, con los valores mas elevados en primavera (p < 0,01, 
respecte al reste de las estaciones) y manteniéndose invariable el reste del ano.
Las variaciones estacionales del indice hepatosomético (HSI) (Figura 12b) fueron 
similares en machos y hembras, si bien el higado de las hembras tiene siempre mayor 
tamaho (p < 0,01 en primavera, verano e invierno; p < 0,05 en otoho respecte de los 
machos). Los valores mâs bajos del HSI se observaron en verano, e incrementan a lo 
largo del otono para alcanzar el maxime en invierno (p < 0,01 respecte al reste de las 
estaciones).
Como cabria esperar, el peso de las gônadas (Figura 12c) mostrô variaciones 
estacionales muy acusadas, principalmente en las hembras. En primavera el ovario 
présenta el mayor desarrollo (p < 0,01 respecte al reste de las estaciones), mostrando un 
descenso drâstico en verano, coincidiendo con la época de freza, y permaneciendo 
invariable durante otoho e invierno.
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Tabla VI Paramètres que definen las funciones sinusoïdales teôricas de los ritmos diaries 
de las concentraciones plasmàticas de glucosa, proteinas totales, triglicéridos y colesterol 
en las cuatro estaciones del ano en la tenca {Tinca tinca).
Estaciôn Ao A, <P Mâx/min Ruido/seRal
Primavera 51,25 ±3,04 10,8414,26 05:0010,92 1,54 0,39
Glucosa Verano 84,52 ± 3,24 11,7414,63 11:01 10,89 1,32 0,39
(mg/100ml) OtoMo 82,5412,07 2,4612,96 14:5712,68 1,06 1,21
Invierno 57,8811,70 10,0712,49 15:5810,53 1,42 0,25*
Primavera 3,3810,03 0,1910,09 07:5211,08 1,12 0,47
Verano 3,26 10,08 0,0810,11 14:1518,15 1,05 1,43
Proteinas totales
Otofio 3,3310.08 0,11 10,11 14:0612,40 1,07 1,03
(g/100 ml)
S 3,6010,10 0,3310,15 01:1710,93 1,20 0,45Invierno
? 4,0010,10 0,0910,14 07:1713,77 1,05 1,60
Primavera 59,5012,68 7,6313,78 08:4311,13 1,29 0,50
S 103,0018,02 34,40111,94 15:4210,64 2,00 0,35
Triglicéridos Verano
$ 79,1613,72 8,8415,33 13:0411,32 1,25 0,60
(mg/100 ml)
Otono 58,8613,76 17,0415,29 10:1810,72 1,81 0,31
Invierno 44,2311,94 14,8712,71 20:051 0,43 2,01 0,18*
Primavera 101,7212,20 2,51 13,11 14:1411,83 1,05 1,24
6^ 102,0715,08 16,5916,16 19:1011,02 1,39 0,37
Colesterol Verano
$ 89,6813,58 18,2514,97 15:0610,64 1,51 0,27*
(mg/100 ml)
Otono 120,5414,21 11,0016,02 15:3711,23 1,20 0,55
Invierno 60,1612,53 0,91 13,45 20:1219,12 1,03 3,92
* El ritmo es significativo (ruido/senal < 0,3), valores en negrita. Los datos se representan como 
media ± e.e.m. Ao: Nivel medio o mésor, Ai: Amplitud sinusoidal, (p: Fase.
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Figura 10. Funciones sinusoïdales teôricas que definen las variaciones diarias de los niveles 
plasmàticos de glucosa y proteinas totales en la tenca en las cuatro estaciones del afto. Los 
puntos representan la media ± e.e.m. de los valores expérimentales (n =8/hora de muestreo). El 
area sombreada indica la fase oscura del fotociclo. (*): ruido/seOal < 0,3; ritmo significativo.
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Figura 11. Funciones sinusoïdales teôricas que definen las variaciones diarias de las 
concentraciones plasmàticas de triglicéridos y colesterol en la tenca en las cuatro estaciones del 
afto. Los puntos representan la media ± e.e.m. de los valores expérimentales (n =8/hora de 
muestreo). El àrea sombreada représenta la fase oscura del fotociclo. (*); ruido/seftal < 0,3; ritmo 
significativo.
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Figura 12. Cambios estacionales en a) Indice nutricional (IN), b) Indice hepatosomético (HSI) y c) 
Indice gonadosomâtico (GSI) en tencas adultas de ambos sexos. Los datos representan la 
media ± e.e.m. (n= 32/grupo). ##: p < 0,01 respecte al reste de las estaciones, §: p < 0,05, 
§§: p < 0,01 respecte a verano e invierno, *: p < 0,05, **: p< 0,01 diferencias entre sexos.
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1.4. CAMBIOS DIARiOS Y ESTACIONALES EN LAS RESERVAS METABOLICAS.
Los cambios estacionales en el contenido hepàtico de proteinas totales, lipidos y 
glucôgeno se muestran en la Figura 13.
Las proteinas (Figura 13a) fueron mas altas en otono (p < 0,01) e invierno (machos; 
p < 0,05; hembras: p < 0,01) respecte a primavera y verano en ambos sexos. Solo en 
primavera y verano el contenido hepatico de proteinas fue significativamente mayor en 
los machos que en las hembras (p < 0,01), en las que el menor contenido se observé en 
verano (p < 0,01, respecte a las estaciones restantes).
El higado présenté su mayor contenido en lipidos (Figura 13b) en verano, en ambos 
sexos, disminuyendo significativamente desde esta estaciôn hasta invierno. En las 
hembras los valores mas bajos se observaron en otono (p < 0,01 respecte al reste de las 
estaciones). El contenido hepatico de lipidos fue significativamente mayor en los machos 
respecte a las hembras en verano y otoho (p < 0,01).
Como puede observarse en la Figura 13c, las variaciones estacionales en el 
contenido hepatico de glucôgeno en la tenca son paralelas en ambos sexos, encontrando 
los valores minimes en primavera (p < 0,01). En verano e invierno las hembras tienen 
mayor contenido de glucôgeno hepatico que los machos (p < 0,01 y p < 0,05, 
respectivamente).
En la Tabla VII présentâmes los paramétrés que definen las funciones sinusoidales 
del ajuste a los valores expérimentales del contenido hepatico diario de proteinas totales, 
lipidos y glucôgeno en las cuatro estaciones del ano. Las proteinas del higado no 
mostraron un ritmo diario significativo en ninguna de las estaciones del ano (Figura 14), 
con el nivel medio mas elevado (170-180 pg/mg) en las estaciones frias. El contenido 
lipidico del higado (Figura 15) présenté un ritmo diario significativo (ruido/senal = 0,16) en 
primavera, con la acrofase entorno a las 12 h del mediodia y los niveles mâs bajos hacia 
la mitad de la fase oscura del ciclo dia/noche. En otoho el perfil del ritmo fue similar al de 
primavera en ambos sexos, aunque no llegô a ser significativo. Las variaciones diarias en 
el contenido hepatico de glucôgeno (Figura 16) siguieron un ritmo que résulté ser 
significativo en primavera, verano (machos) e invierno (hembras). El valor medio mâs 
bajo se registré en primavera, siendo aproximadamente la mitad del valor mâs elevado, 
observado en otoho. En verano, los machos presentan un ritmo diario significativo 
(ruido/sehal < 0,3) en el contenido hepâtico de glucôgeno, con el valor mâximo en la 
segunda mitad de la escotofase. En invierno el mâximo se alcanza aproximadamente a 
las 2 h de la tarde en ambos sexos, pero la amplitud es mayor en las hembras.
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Figura 13. Cambios estacionales en el contenido hepâtico de a) proteinas totales, b) lipidos y
c) glucôgeno en tencas adultas de ambos sexos. Los datos representan la media ± e.e.m. 
(n = 32/grupo). ##: p < 0,01 respecto al resto de las estaciones, §§: p < 0,01 respecte a primavera 
y verano, $: p < 0,05, $$: p< 0,01 respecto a verano, *; p < 0,05, **: p< 0,01 diferencias entre 
sexos.
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Tabla VII. Paramètres que definen las funciones sinusoidales teôricas de los ritmos diarios
del contenido hepâtico de proteinas totales, lipidos y glucôgeno en las cuatro estaciones del
ario en la tenca {Tinca tinca).
Estaciôn Ao Al <P Màx/min Ruido/senal
Primavera
9
157,31 ±2,29  
150,10 ±1,94
7.00 ±3,14
8.01 ±2,81
02:52 ±1,09  
03:58 ±0,91
1,09
1,11
0,45
0,35
Proteinas totales 
(pg/mg)
Verano
6'
9
149,52 ±2,91 
126,35 ±2,08
6,85 ±3,99  
7,72 ±3,08
22:42 ±1,41 
09:15 ±0,83
1,10
1,13
0,58
0,40
Otono 174,40 ±4,90 13,48 ±6,70 16:09 ±1,16 1,17 0,52
Invierno 181,01 ±3,39 5,50 ±4,71 14:31 ±2,03 1,06 0,86
Primavera 1,66 ±0,06 0,53 ± 0,08 12:15 ±0,36 1,94 0,16*
Lipidos
Verano
9
2,80 ±0,15 
2,20 ±0,09
0,19±0,22
0,17±0,12
15:56 ±2,41 
20:42 ±11,6
1,14
1,17
1,18
0,70
(pg/mg)
Otono
6'
9,
2,59 ±0,37 
1,24±0,13
0,90 ±0,51 
0,51 ±0,19
12:31 ±1,33 
10:54 ±0,78
2,07
2,42
0,57
0,37
Invierno 1,67 ±0,07 0,09 ±0,10 10:48 ±2,43 1,12 1,11
Primavera 54,36 ±1,70 9,14 ±2,42 13:27 ±0,60 1,40 0,27*
Glucôgeno
Verano
9
72,92 ±2,44
88,33 ±3,03
12,54 ±3,37 
3,63±415
06:31 ±0,64
04:17 ±2,80
1,42
1,09
0,27*
1,14
(pg/mg) Otono 101,28 ±3,95 17,21 ±5,72 08:28 ±0,73 1,41 0,33
Invierno
85,57 ±4,59 19,24 ±6,26 13:54 ±0,80 1,58 0,33
9 93,69 ± 3,31 29,16 ±4,91 14:29 ±0,35 1,90 0,17*
* El ritmo es significativo (ruido/senal < 0,3), valores en negrita. Los datos se representan como 
media ± e.e.m. Ao: Nivel medio o mésor, Ai: Amplitud sinusoidal, <p: Fase.
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Figura 14. Funciones sinusoïdales teôricas que definen las variaciones diarias del contenido 
hepâtico de proteinas en la tenca en las cuatro estaciones del aho. Los puntos representan la 
media ± e.e.m. de los valores expérimentales (n= 8/hora de muestreo). El ârea sombreada indica 
la fase oscura del fotociclo.
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Figura 15. Funciones sinusoïdales teôricas que definen las variaciones diarias del contenido 
hepâtico de lipidos en la tenca en las cuatro estaciones del aho. Los puntos representan se 
representan la media ± e.e.m. de los valores expérimentales (n= 8/hora de muestreo). El ârea 
sombreada indica la fase oscura del fotociclo (*): ritmo significativo; ruido/senal < 0,3.
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Figura 16. Funciones sinusoïdales teôricas que definen las variaciones diarias de! contenido 
hepâtico de glucôgeno en la tenca en las cuatro estaciones del afio. Los puntos representan se 
representan la media ± e.e.m. de los valores expérimentales (n= 8/hora de muestreo). El ârea 
sombreada indica la fase oscura del fotociclo (*); ritmo significativo; ruido/sefial < 0,3.
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La Figura 17 muestra el perfil estacional de proteinas, lipidos y glucôgeno en 
muestras de mûsculo dorsal y ventral en tencas de ambos sexos. El contenido de 
proteinas (Figura 17a) fue muy similar en ambos tipos de mûsculo (200-250 pg) 
mostrando ligeros cambios a lo largo del ano. En el mûsculo dorsal, los niveles mas bajos 
se observaron en primavera en los machos (p < 0,01 respecto a las demâs estaciones), y 
en primavera y verano en las hembras (p < 0,05 respecto a otono e invierno). El mûsculo 
ventral présenté los valores mâs bajos en primavera y otoho. Solamente en verano se 
encontraron diferencias significatives entre machos y hembras, siendo el contenido de 
proteinas mayor en los primeros en ambos mûsculos.
En el mûsculo dorsal el contenido de lipidos (Figura 17b) varia significativamente a 
lo largo del ano, con los valores mâs altos en verano e invierno y los mâs bajos en 
primavera y otoho. En las estaciones frias se hallaron diferencias significativas entre 
ambos sexos. En general, el mûsculo ventral contiene mayor cantidad de lipidos que el 
mûsculo dorsal, y présenta un patron estacional distinto, con los niveles mâs bajos en 
otoho e invierno. En el caso de los machos, ambos tipos de mûsculos contienen mâs 
lipidos en verano (p < 0,01 respecto al resto de las estaciones), mientras que en las 
hembras el mâximo se alcanzô en primavera. En verano y otoho el contenido de lipidos 
en el mûsculo ventral es significativamente mayor en los machos que en las hembras 
(p < 0,01 y p < 0,05, respectivamente), mientras que en primavera es menor (p < 0,01). El 
mûsculo dorsal acumula mâs glucôgeno (Figura 17c) en verano (p < 0,01 respecto al 
resto de las estaciones), siendo el contenido aproximadamente 6,5 veces mayor que en 
primavera y 45 veces mayor que en las estaciones frias. Sôlo en verano hubo diferencias 
significativas entre machos y hembras (p < 0,01, mayor en las hembras). En el mûsculo 
ventral el contenido de glucôgeno en primavera triplica al encontrado en el resto de las 
estaciones (p < 0,01), en ambos sexos.
Las Tablas VIII y IX muestran los parâmetros de las funciones sinusoidales 
definidas por los valores expérimentales de las variaciones diarias del contenido de 
proteinas, lipidos y glucôgeno en el mûsculo dorsal y ventral de la tenca. Las proteinas 
del mûsculo dorsal (Figura 18) no mostraron variaciones significativas a lo largo del ciclo 
diario en ninguna de las estaciones del aho. Por el contrario, las proteinas del mûsculo 
ventral (Figura 18) varian claramente a lo largo del ciclo diario en primavera e invierno 
(ruido/sehal < 0,3), siendo este ritmo diario ligeramente mâs pronunciado en invierno. La 
acrofase es similar en ambas estaciones, presentando en primavera un ligero retraso de 
fase respecto al invierno. El contenido de lipidos del mûsculo dorsal (Figura 19) muestra 
un ritmo diario significativo tanto en primavera como en verano. El perfil del ritmo en
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Figura 17. Cambios estacionales en el contenido de a) proteinas totales, b) lipidos y c) glucôgeno 
en el mûsculo dorsal y el mûsculo ventral de tencas adultas de ambos sexos. Los datos 
representan la media ± e.e.m. (n= 32/grupo). ##: p < 0,01 respecto al resto de las estaciones, 
§§ p < 0,01 respecto a primavera y otofto, $; p < 0,05, $$: p< 0,01 respecto a otono e invierno, 
*: p < 0,05, p< 0,01 diferencias entre sexos.
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ambas estaciones fue inverse, es decir, en primavera los niveles minimes se alcanzan 
inmediatamente después de la mitad de la fase oscura, mientras que en verano son los 
niveles mas elevados los que se alcanzan a esa hora. En otorio, el contenido de lipides 
en el mûsculo dorsal de la tenca no varia de forma significative a lo largo del dia en 
ninguno de los dos sexos. En invierno la oscilaciôn diaria es similar a la observada en 
verano, con la acrofase durante la fase oscura, si bien no llega a ser estadisticamente 
significativa. En el mûsculo ventral los lipidos (Figura 19) no varian de forma significativa 
a lo largo del dia en ninguna de las estaciones del ario, excepto en verano, cuando las 
hembras presentan una oscilaciôn que se ajusta de forma significativa a un ritmo diario 
(ruido/serial = 0,22). Finalmente, el glucôgeno del mûsculo dorsal (Figura 20) muestra 
oscilaciones diarias en la tenca siguiendo un ritmo que resultô significativo en primavera e 
invierno, si bien el ritmo observado en primavera es mucho mas pronunciado que en 
invierno, con mayor amplitud y cociente màx/min. El nivel medio mâs alto se registrô en 
verano y el mas bajo en invierno, siendo este ûltimo unas 60 veces inferior al de verano. 
Los valores expérimentales del contenido de glucôgeno del mûsculo ventral (Figura 20) 
se ajustan a un ritmo diario significativo sôlo en primavera (ruido/serial = 0,19), 
apareciendo los valores mâximos al final de la escotofase. El valor medio mâs alto 
también se observô en primavera, siendo entre 5 y 6 veces mayor que en el resto de las 
estaciones. La amplitud de las oscilaciones anuales fue similar en verano, otorio e 
invierno y aproximadamente 5 veces menor que la del ritmo de primavera.
En la Tabla X se presentan los coeficientes de correlaciôn (r) y la significaciôn 
estadistica (p) para las distintas relaciones que se establecen entre los indices 
hepatosomâtico, gonadosomâtico y nutricional con los niveles circulantes de triglicéridos, 
colesterol, glucosa y proteinas totales, y el contenido hepâtico y muscular de distintos 
macronutrientes en machos y hembras de tenca. En los machos, el HSI se correlaciona 
negativamente con los triglicéridos y el colesterol plasmàticos y los lipidos hepâticos y del 
mûsculo ventral, y positivamente con el contenido de glucôgeno del higado y del mûsculo 
dorsal y con las proteinas del mûsculo dorsal. El HSI en las hembras se correlaciona 
significativamente con prâcticamente todos los parâmetros estudiados, a excepciôn de 
los lipidos hepâticos, las proteinas musculares y el glucôgeno del mûsculo ventral. La 
correlaciôn es de signo negative para triglicéridos, colesterol y glucosa circulantes, asi 
como para el contenido de glucôgeno en el mûsculo dorsal y de lipidos en el mûsculo 
ventral. Por el contrario, el HSI se correlacionô positivamente con las proteinas 
circulantes y hepâticas y con los lipidos del mûsculo dorsal.
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Tabla VIII. Parâmetros que definen las funciones sinusoidales teôricas de los ritmos diarios 
del contenido de proteinas totales, lipidos y glucôgeno en el mûsculo dorsal en las cuatro 
estaciones del ario en la tenca {Tinca tinca).
Estaciôn Ao Al
7,81 ±4,50 
10,70 ±5,99 
7,43 ±3,81 
2,72 ±2,59 
9,46 ±4,60
<P Mâx/mm Rüido/senai
Proteinas totales 
(pg/mg)
Primavera
Verano
Otono
invierno
d'
?
213,32 ±3,17 
235,29 ±4,38 
218,43 ±2,68 
228,56 ±1,81 
231,20 ±3,30
19:52 ±1,32 
18:31 ±1,38 
22:19 ±1,17 
16:32 ±2,14 
09:25 ± 2,77
1,08
1,10
1,07
1,02
1,09
0,58
0,56
0,51
0,95
0,49
Primavera 0,37 ± 0,03 0,17 ±0,04 15:17 ±0,52 2,79 0,21*
Verano 0,64 ± 0,03 0,21 ± 0,04 03:42 ±0,47 2,02 0,20*
Lipidos 0,39 ±0,03 0,10 ±0,05 12:41 ±1,03 1,70 0,45
Otono
(pg/mg) ? 0,29 ±0,05 0,03 ±0,07 06:20 ±5,24 1,26 2,09
J' 0,43 ±0,02 0,07 ±0,03 07:42 + 0,82 1,39 0,36invierno
? 0,67 ±0,06 0,21 ±0,09 04:32 ±0,95 1,92 0,42
Primavera 3,17 ±0,28 1,83 ±0,41 13:19 ±0,49 3,73 0,22*
60,08 ±2,01 7,72 ±0,41 07:19 ±0,87 1,30 0,35
Glucôgeno Verano
9 73,55 ±3,07 4,36 ±4,34 05:52 ±2,30 1,13 0,99
(pg/mg))
Otono 0,94 ±0,07 0,29 ±0,10 15:43 ±1,24 1,90 0,34
invierno 0,61 ± 0,03 0,16 ±0,04 19:20 ±0,62 1,73 0,27*
* El ritmo es significativo (ruido/senal < 0,3), valores en negrita. Los datos se representan como 
media ± e.e.m. Ao: Nivel medio o mésor, Ai: Amplitud sinusoidal, <p: Fase.
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Tabla IX. Parâmetros que definen las funciones sinusoidales teôricas de los ritmos diarios 
del contenido de proteinas totales, lipidos y glucôgeno en el mûsculo ventral en las cuatro 
estaciones del ario en la tenca {Tinca tinca).
Estaciôn Ao A, <p 1Mâx/min
1.16
1,08
1,06
1,04
1.24
Ruido/sehal
0,28*
0,73
0,78
0,57
0,22*
Proteinas totales 
(pg/mg)
Primavera
Verano
Otono
Invierno
J'
?
213,86 ±3,19
269,03 ± 5,64 
254,84 ±3,98  
210,11 ±1,88  
241,32 ±4,09
16,10 ±4,51
10,32 ±7,54  
7,27 ±5,66 
4,60 ±2,64 
25,46 ± 5,70
09:42 ± 0,64
07:14 ±1,86  
02:47 ±1,75  
17:21 ±1,34  
08:08 ± 0,53
1,89 ±0,41 1,30 ±0,62 07:36 ±0,93 5,41 0,48
Primavera
$ 5,26 ±0,18 0,49 ±0,25 05:45 ±1,17 1,21 0,52
5,26 ± 0,56 1,52 ±0,84 04:06 ±1,14 1,81 0,55
Lipidos Verano
9 2,69 ± 0,21 1,35 ±0,30 04:34 ± 0,51 2,99 0,22*
(pg/mg)
â 0,45 ± 0,04 0,09 ±0,06 17:53 ±1,58 1,48 0,71Otofio
9 0,38 ±0,04 0,10±0,06 17:46 ±1,39 1,71 0,56
Invierno 0,64 ±0,04 0,13 ±0,05 05:26 ± 1,01 1,51 0,41
Primavera 5,26 ±0,14 1,06 ±0,20 06:04 ±0,42 1,50 0,19*
Glucôgeno Verano 1,04 ±0,07 0,23 ±0,10 00:12 ±0,98 1,55 0,43
(pg/mg)) Otorio 1,16±0,15 0,21 ±0,22 19:39 ±2,35 1,44 1,06
Invierno 0,86 ±0,05 0,21 ±0,07 03:26 ±0,71 1,63 0,32
* El ritmo es significativo (ruido/senal < 0,3), valores en negrita. Los datos se representan como 
media ± e.e.m. Ao: Nivel medio o mésor, Ai: Amplitud sinusoidal, (p: Fase.
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Figura 18. Funciones sinusoïdales teôricas que definen las variaciones diarias del contenido de 
proteinas en el mûsculo dorsal y ventral en la tenca en las cuatro estaciones del afio. Los puntos 
representan la media ± e.e.m. de los valores expérimentales (n= 8/hora de muestreo). El ârea 
sombreada indica la fase oscura del fotociclo. (*); ritmo significativo; ruido/sehal < 0,3.
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Figura 19. Funciones sinusoïdales teôricas que definen las variaciones diarias de! contenido de 
lipidos en el mûsculo dorsal y ventral en la tenca en las cuatro estaciones del afio. Los puntos 
representan la media ± e.e.m. de los valores expérimentales (n= 8/hora de muestreo). El ârea 
sombreada indica la fase oscura del fotociclo. (*); ritmo significativo; ruido/sefial < 0,3.
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Figura 20. Funciones sinusoidales teôricas que definen las variaciones diarias de! contenido de 
glucôgeno en el mûsculo dorsal y ventral en la tenca en las cuatro estaciones del aflo. Los puntos 
representan la media ± e.e.m. de los valores expérimentales (n= 8/hora de muestreo). El ârea 
sombreada indica la fase oscura del fotociclo. (*); ritmo significativo; ruido/sehal < 0,3.
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El GSI en las hembras présenta mâs interacciones que en los machos. En ambos 
sexos muestra una correlaciôn significativa y positiva con el IN. Respecto a los 
metabolitos circulantes, el GSI de los machos no présenta correlaciones significativas con 
ninguno de ellos, mientras que en las hembras se correlaciona positivamente con los 
triglicéridos, y negativamente con la glucosa plasmâtica. En los machos, el GSI parece 
estar correlacionado tanto con los lipidos como con el glucôgeno hepâticos, siendo esta 
correlaciôn de signo positivo para los lipidos y de signo negativo para el glucôgeno. En 
las hembras, el GSI muestra una correlaciôn significativa de signo negativo con el 
contenido de glucôgeno en higado y mûsculo dorsal y las proteinas del mûsculo ventral, y 
una correlaciôn positiva con el contenido de lipidos de ambos mûsculos y con el 
contenido de glucôgeno del mûsculo ventral.
El IN en ambos sexos muestra una correlaciôn positiva con el colesterol y las 
proteinas totales circulantes. En las hembras ademas este indice se correlaciona 
significativamente con la glucosa plasmâtica. Respecto al contenido hepâtico de 
macronutrientes, mientras que en los machos se hallaron correlaciones estadisticamente 
significativas del IN con proteinas y glucôgeno, en las hembras se establecieron 
correlaciones significativas con el glucôgeno y los lipidos. En el mûsculo ventral los très 
tipos de macronutrientes presentaron correlaciones significativas de signo positivo con el 
IN en las hembras, mientras que en los machos sôlo el contenido de glucôgeno se 
correlaciona significativamente con dicho indice.
En la Tabla XI se presentan los coeficientes de correlaciôn (r) y la significaciôn 
estadistica (p) para las distintas relaciones que se establecen entre los niveles circulantes 
de triglicéridos, colesterol, glucosa y proteinas totales con el contenido hepâtico y 
muscular de distintos macronutrientes en tencas de ambos sexos. Respecto a los 
triglicéridos plasmàticos, hallamos una correlaciôn positiva con los niveles circulantes de 
colesterol y con los lipidos del mûsculo ventral en ambos sexos. Ademâs, en los machos 
se encontrô una reiaciôn significativa con las proteinas plasmàticas totales y el contenido 
hepâtico de lipidos y los lipidos del mûsculo dorsal.
Los niveles plasmàticos de colesterol se correlacionan positivamente con la glucosa 
y las proteinas plasmàticas en los machos, y en las hembras ùnicamente con las 
proteinas totales del plasma. El colesterol circulante se correlaciona significativamente 
con el contenido hepâtico de lipidos en los machos. No se hallaron correlaciones 
significativas entre las concentraciones plasmàticas de colesterol y las réservas 
metabôlicas de ambos tipos de mûsculo en los machos. En las hembras, sin embargo, 
este metabolite se correlaciona de forma negativa con los lipidos del mûsculo dorsal.
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Los niveles circulantes de glucosa se correlacionan significativamente con el 
contenido de glucôgeno en los très tejidos estudiados en ambos sexos.
En ambos sexos las proteinas plasmàticas totales muestran una correlaciôn 
positiva con las proteinas hepâticas y las proteinas del mûsculo ventral. Ademâs, en los 
machos las proteinas plasmàticas se correlacionan positivamente con las proteinas del 
mûsculo dorsal.
2. VALIDAClÔN DE LOS RIAS DE NPY, GHRELINA Y LEPTINA.
2.1. NPY.
Se realizô el paralelismo entre diluciones sucesivas de muestras de hipotâlamo y 
telencéfalo de Tinca tinca y la curva estândar. Como puede observarse en la Figura 21a 
existe en ambos tejidos un marcado paralelismo, no encontrândose diferencias 
significativas entre las pendientes de las rectas obtenidas tras la transformaciôn logit-log 
de los datos (curva estândar: b = - 0,409 ± 0,054; diluciones de hipotâlamo 
b = -0,518± 0,052, p> 0,1).
Para la recuperaciôn analitica, tras anadir cantidades conocidas de NPY a distintas 
muestras de hipotâlamo se comparô la cantidad de neuropéptido encontrada con la 
esperada. Existe una correlaciôn significativa entre la cantidad de NPY observada y la 
cantidad esperada (hipotâlamo: r = 0,979; p < 0,001) (Figura 21b). La pendiente de la 
recta de regresiôn es significativamente distinta de 0 y prôxima a 1 (b = 0,922), lo que 
indica una reiaciôn aproximada de 1 a 1 entre la cantidad de neuropéptido estimada 
mediante RI A y la cantidad esperada. El porcentaje de recuperaciôn medio es muy 
prôximo al 100% (95,8%), lo que pone de manifiesto una buena recuperaciôn analitica.
Para el câlculo de la variaciôn intraensayo se usaron los coeficientes de variaciôn 
de la uniôn especffica (%) hallados para el Bo y para distintas concentraciones de NPY 
correspondientes al tramo alto, medio y bajo de la curva estândar y se compararon con 
los coeficientes de variaciôn determinados a partir de muestras de hipotâlamo y 
telencéfalo cuyo contenido de NPY fue similar a las concentraciones estândares 
utilizadas. La variaciôn interensayo se calculô utilizando los coeficientes de variaciôn de 
los mismos puntos estândares procedentes de 10 curvas estândares obtenidas en dias 
diferentes. Como Cabria esperar, los coeficientes de variaciôn intraensayo son inferiores 
a los interensayo (Tabla XII).
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Figura 21, a) Paralelismo entre la curva estândar de NPY y diluciones sucesivas de 
homogenizado de hipotâlamo de T. tin c a . b) Eficacia analitica del RIA de NPY. Regresiôn lineal 
entre la cantidad de neuropéptido encontrada y la cantidad de neuropéptido esperada en muestras 
de hipotâlamo de T. t in c a , a las que se ahadiô una cantidad de NPY conocida. Los datos se 
representan como la media de dos determinaciones.
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2.2. GHRELINA.
El paralelismo obtenido entre diluciones sucesivas de plasma de Tinca tinca y la 
curva estândar se muestra en la Figura 22a, no existiendo diferencias significativas entre 
las pendientes de las rectas obtenidas tras la transformaciôn logit-log de los datos (curva 
estândar; b = - 0,326 ± 0,031; diluciones de plasma: b = - 0,335 ± 0,025, p > 0,7).
Para la recuperaciôn analitica se anadieron cantidades conocidas de ghrelina a 
distintas muestras de plasma y se comparô la cantidad de hormona encontrada con la 
esperada. Aunque la correlaciôn entre la cantidad de ghrelina observada y la cantidad 
esperada no llegô a ser estadisticamente significativa ( p = 0,06) (Figura 22b), el elevado 
coeficiente de correlaciôn (r = 0,995) pone de manifiesto una buena correlaciôn entre 
ambos parâmetros. La pendiente de la recta de regresiôn es 1,051, lo que indica una 
reiaciôn aproximada de 1 a 1 entre la cantidad de hormona estimada mediante RIA y la 
cantidad esperada. El porcentaje de recuperaciôn medio fue del 90%, lo que pone de 
manifiesto una buena recuperaciôn analitica.
Para el câlculo de la variaciôn intraensayo se usaron los coeficientes de variaciôn 
de la uniôn especifica (%) hallados para el Bq y para distintas concentraciones de 
ghrelina correspondientes al tramo alto, medio y bajo de la curva estândar. La variaciôn 
interensayo se calculô utilizando los coeficientes de variaciôn de los mismos puntos 
estândares procedentes de 9 curvas estândares obtenidos en dias diferentes. Los 
coeficientes de variaciôn hallados a partir de la curva estândar se compararon con los 
coeficientes de variaciôn determinados a partir de muestras de plasma cuyo contenido de 
ghrelina fue similar a las concentraciones estândares utilizadas (Tabla XIII). Los 
coeficientes de variaciôn intraensayo (prôximos al 10%) son menores que los interensayo 
(cercanos al 20%), lo que indica una elevada reproducibilidad del RIA empleado.
2.3. LEPTINA.
Dado que el “kit” comercial para la valoraciôn de leptina utilizado en la présente 
Memoria (“Leptin Multi-species” RIA, 71430, Linco Research, Inc.) permite la 
determinaciôn de esta hormona en 250 tubos, y que ademâs en cada ensayo se utilizô la 
mitad del volumen recomendado por la casa comercial, solamente fue necesario realizar 
cuatro ensayos para el anâlisis complete de las muestras. Esto impuso ciertas 
limitaciones a la hora de realizar la validaciôn de este método, como por ejemplo, un 
tamaho muestral reducido para el anâlisis de algunos de los criterios de validez.
El anâlisis del paralelismo no pudo realizarse mediante la diluciôn sucesiva de las 
muestras dado que la concentraciôn de leptina en estas se encuentra en la zona baja de
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a)
100
o- - - Plasma 
-#— Curva estândar
75 -
ffi
a
25 -
^2,5 pi plasma
101 100 1000
Ghrelina (pg/ml)
b)
y = -2,416 + 1,051 x 
r = 0,995 p = 0,061E 2 0 -co
5 10 15 20 250
Ghrelina esperada (pg/ml)
Figura 22. a) Paralelismo entre la curva estândar de ghrelina y diluciones sucesivas de plasma de 
T. tinea. Los dates se representan como la media de dos determinaciones. b) Eficacia analltica del 
RIA de ghrelina. Regresiôn lineal entre la cantidad de hormona encontrada y la cantidad de 
hormona esperada en muestras de plasma de T. tinea a las que se anadiô una cantidad de 
ghrelina conocida Los datos se representan como la media de dos determinaciones.
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Tabla XII. Comparaciôn de los coeficientes de variaciôn intra- e interensayo de! RIA de 
NPY calculados a partir de las curvas estàndares y de muestras de hipotâlamo de la 
tenca {Tinca tinca).
Curva estândar
CV (%) CV (%)
pg/tubo Intra- (n = 7) In ter-(n = 10) pg/tubo lntra-(n = 6)
0(Bo) 5,04 11,98 46,43 5,88
2 9,49 4,34 74,49 4,99
16 11,75 15,64 110,90 6,95
32 16,02 25,50
Hipotâlamo
CV: coeficiente de variaciôn.
Tabla XIII. Comparaciôn de los coeficientes de variaciôn intra- e interensayo del RIA de 
ghrelina calculados a partir de las curvas estàndares y de muestras de plasma de la 
tenca {Tinca tinca).
Curva estândar Plasma
CV (%) CV (%)
pg/tubo Intra-(n = 9) In te r-(n = 10) pg/tubo Intra- (n = 8)
0(Bo) 10,94 15,28 — --
8 10,14 12,93 10,31 8,47
16 8,02 19,16 16,19 7.01
32 10,82 16,28 30,89 9,61
CV: coeficiente de variaciôn.
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la curva, proxi ma a la concentraciôn del estândar mâs bajo (1 pg/ml), por lo que la 
concentraciôn en estas diluciones esta por debajo del limite de sensibilidad de este RIA. 
Sin embargo, como primera aproximaciôn, se increment© el volumen de muestra (con las 
limitaciones que esto conileva respecte al mantenimiento de las proporciones relativas de 
los distintos componentes del ensayo) hallando el doble de la concentraciôn de hormona 
cuando se duplicô el volumen de muestra.
Se calcularon ademâs los coeficientes de variaciôn intraensayo para el Bo y 
muestras de plasma, siendo de 2,7 % en el primer caso y entre 2,8 y 6,3 % en el caso de 
las muestras. Los coeficientes de variaciôn interensayo no se determinaron debido a que 
el numéro de ensayos realizados fue muy bajo (4 ensayos) y considérâmes que un 
tamaho muestral de 4 para el anàlisis de la reproducibilidad del método no es 
suficientemente elevado para ser representative.
Por ultime, el anàlisis de la eficacia del ensayo, que se realizô anadiendo 
cantidades conocidas de leptina a distintas muestras de plasma y comparand© la 
cantidad de hormona encontrada con la esperada mostrô un porcentaje de recuperaciôn 
medio muy prôximo al 100% (96,6%), lo que pone de manifiesto una buena recuperaciôn 
analitica.
3. VARIACION ES DIARIAS Y ESTACIONALES EN EL CONTENIDO 
HIPOTALÂMICO Y TELENCEFÂLICO DE NPY Y EN LOS NIVELES 
PLASMÂTICOS DE LEPTINA Y GHRELINA EN Tinca tinca.
En la Figura 23 se representan los niveles medios circulantes de ghrelina (a) y 
leptina (b) y el contenido hipotalâmico (c) y telencefâlico (d) de NPY en 5 mementos 
distintos del ano. El perfil anual de los niveles plasmaticos de ghrelina es similar en 
ambos sexes, observàndose los valores mas altos en agosto y noviembre (p < 0,01 
respecte a los otros puntos de muestreo). Los niveles circulantes de leptina muestran un 
perfil anual similar en machos y hembras, con los valores minimes en mayo respecte al 
reste de los puntos de muestreo (p < 0,01). El patrôn estacional del contenido 
hipotalâmico de NPY es identic© en ambos sexes, con el mener contenido en agosto 
(p < 0,01 respecte al reste de los puntos de muestreo) y el mâs alto en noviembre 
(p < 0,01 respecte al reste de los puntos de muestreo). Las variaciones anuales del 
contenido telencefâlico de NPY son similares en machos y hembras, y muestran valores 
elevados en agosto y noviembre (p < 0,01 respecte a Junio, febrero y mayo) y el mener 
contenido en junio (p < 0,01 respecte a febrero y mayo), no existiendo diferencias entre 
inviemo y primavera.
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En la Tabla XIV se presentan los coeficientes de correlaciôn (r) y los valores de la 
significaciôn estadistica (p) para las correlaciones que se establecen entre los niveles 
plasmaticos de ghrelina y leptina, el contenido hipotalâmico y telencefâlico de NPY con el 
peso corporal, hepâtico, gonadal y de la g rasa perivisceral en machos y hembras de 
tenca. En los machos la concentraciôn circulante de ghrelina muestra una correlaciôn 
significativa positiva con las concentraciones circulantes de leptina y con el contenido 
telencefâlico de NPY, mientras que se correlaciona negativamente con el contenido 
hipotalâmico de este neuropéptido y con el peso del hfgado. Las concentraciones 
plasmâticas de leptina se correlacionan de forma positiva con el peso de la grasa 
perivisceral. El NPY hipotalâmico présenta una correlaciôn significativa de signo negative 
con el indice nutricional, mientras que el contenido telencefâlico de NPY se correlaciona 
negativamente tante con el indice nutricional como con el peso corporal, hepâtico, 
gonadal y de la grasa perivisceral. En las hembras las concentraciones plasmâticas de 
ghrelina se correlacionan negativamente con el contenido hipotalâmico de NPY. Las 
concentraciones circulantes de leptina muestran una correlaciôn negativa con el peso 
corporal, hepâtico y gonadal. Como en el caso de los machos, el contenido telencefâlico 
de NPY présenta una correlaciôn significativa de signo negative tante con el indice 
nutricional como con el peso corporal, hepâtico, gonadal y de la grasa perivisceral.
En la Tabla XV se muestran los parâmetros que definen las funciones sinusoïdales 
del ajuste a los valores expérimentales de los ritmos diaries de los niveles circulantes de 
ghrelina y leptina y el contenido hipotalâmico y telencefâlico de NPY en cinco mementos 
diferentes del ario, correspondientes al solsticio de verano, verano, otorio, invierno y 
primavera. Los niveles plasmâticos de ghrelina (Figura 24) ùnicamente mostraron un 
ritmo diario estadisticamente significative en junio (ruido/serial = 0,28), con la acrofase 
aproximadamente a las 4:30 de la mariana. La amplitud mâxima se observô en junio 
(27,09 ± 7,55 pg/ml), memento a partir del cual la amplitud va disminuyendo 
progresivamente hasta alcanzar el minime en febrero-mayo (aproximadamente 1,40 
pg/ml). El nivel medio mâs elevado se registrô en agosto.
Las concentraciones circulantes de leptina (Figura 24) no siguen un ritmo 
estadisticamente significative en ninguno de los puntos de muestreo (ruido/serial >0,3). El 
valor medio mâs elevado se hallô en noviembre (2,08 ± 0,14 ng/ml), mientras que el mâs 
bajo se observô en mayo (0,60 ±0,15 ng/ml), memento del ario en el que se registrô la 
mayor amplitud (0,52 ± 0,20 ng/ml).
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Figura 23. Cambios anuales en los niveles plasmâticos de ghrelina (a) y leptina (b) y en el 
contenido hipotalâmico (c) y telencefâlico (d) de NPY en tencas adultas de ambos sexos. Los 
datos representan la media ± e.e.m. (n= 32/grupo). ££ p < 0,01 respecte a junio, febrero y mayo; ¥ 
p <0,05 respecte a junio; $$ p< 0,01 respecte a mayo; Ç p < 0,05 respecte a agosto; ##: p < 0,05 
respecte a agosto; && p< 0,01 respecte al reste de los puntos de muestreo. ££ p < 0,01 respecte a 
junio, febrero y mayo; §§ p <0,01 respecte a febrero y mayo.
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El contenido hipotalâmico de NPY (Figura 25) siguiô un ritmo diario significativo en 
agosto (ruido/senal = 0,14) y noviembre (ruido/serial = 0,23), mientras que en los très 
puntos de muestreo restantes el contenido de NPY no mostrô oscilaciones cîclicas. El 
ritmo fue mas marcado en verano que en otorio, como muestra el mayor cociente 
mâx/min registrado en agosto (1,86 en verano y 1,35 en otorio). En verano, la acrofase se 
alcanza en la primera mitad de la fase luminosa, mientras que en otorio los valores 
mâximos aparecen en la segunda mitad de la escotofase. Los valores medios de NPY en 
mayo, junio y febrero fueron muy similares (prôximos a 1 ng/hipot). El mésor mas elevado 
se hallô en noviembre (aproximadamente 1,32 ng/hipot), mientras que el mas bajo se 
registrô en agosto (0,57 ng/hipot).
El contenido de NPY en el telencéfalo (Figura 25) no se ajusta de forma significativa 
a un ritmo diario en ninguna de las épocas del ario estudiadas. Los valores medios son 
ligeramente mâs elevados en agosto y noviembre (aproximadamente 1,65 ng/telenc), 
mientras que los mâs bajos se hallaron en junio (1,24 ± 0,03 ng/telenc).
4. VARIACIONES DIARIAS Y ESTACIONALES EN EL CONTENIDO 
HIPOTALÂMICO DE MONOAMINAS EN Tinca tinca.
En la Figura 26 se muestra un cromatograma tipo de una soluciôn de estàndares 
conteniendo HMPG, MA, A, DOPAC, 5-HI/VA, DA y 5-HT y el estândar interno ISO a una 
concentraciôn 100 nM. Las condiciones cromatogrâficas se especifican en el apartado
2.6.3. de Materiales y Métodos. Los tiempos de retenciôn de cada uno de los compuestos 
se muestran en la Tabla XVI.
En La Figura 27 puede observarse el perfil estacional del contenido de MA, HMPG 
DA, DOPAC y de los cocientes metabolito/monoamina en tencas adultas de ambos 
sexos. El contenido hipotalâmico de MA mostrô variaciones anuales similares en ambos 
sexos, con los valores mas altos en verano y los mas bajos en las estaciones frias. Sôlo 
se hallaron diferencias estadisticamente significatives entre sexos en primavera 
(p < 0,05), siendo mayor en el caso de las hembras. El contenido de HMPG muestra una 
drâstica reducciôn en inviemo en ambos sexos, disminuyendo hasta alcanzar valores no 
détectables, lo que se refleja en una marcada reducciôn del cociente HMPG/NA en esta 
estaciôn.
El contenido hipotalâmico de DA mostrô valores ligeramente mâs bajos en febrero y 
mayo respecte a las otras dos estaciones. Las variaciones estacionales de DOPAC son 
similares en ambos sexos, con valores elevados en agosto (p < 0,01 respecte al reste de 
los meses muestreados), y disminuyendo en noviembre (p < 0,01 respecte a febrero y
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Tabla XV. Parâmetros que definen las funciones sinusoïdales teôricas de los ritmos 
diarios del contenido hipotalâmico y telencefâlico de NPY y en los niveles circulantes de 
ghrelina y leptina a lo largo del ano en la tenca {Tinca tinca).
Estaciôn Ao Al <P Mâx/min Ruido/senal
Ghrelina
(pg/ml)
24-06-02
18-08-02
07-11-02 
05-02-03
08-05-03
93,54 ±5.14
125,79 ±4,38 
105,90 ±3,25 
97,17 ±4,14 
91,38 ±2,44
27,09 ± 7,55
12,47 ±6,12 
4,73 ± 4,58 
1,36 ±5,71 
1,40 ± 3,35
04:26 ± 0,59
01:16± 1,18 
14:44 ± 2,22 
08:59 ± 10,12 
12:16 ±5,81
1,82
1,22
1,09
1.03
1.03
0,28*
0,49
0,57
4,19
2,40
24-06-02 1,49 ±0,13 0,30 ±0,19 03:27 ± 1,28 1,49 0,65
18-08-02 1,76 ±0,15 0,33 ± 0,20 14:32 ±1,51 1,46 0,61
Leptina 07-11-02 2,08 ±0,14 0,42 ± 0,21 05:21 ± 1,05 1,50 0,50
(ng/ml)
05-02-03 1,75 ±0,11 0,46 ±0,16 21:25 ±0,78 1,71 0,34
08-05-03 0,60 ±0,15 0,52 ± 0,20 02:52 ± 0,91 13,58 0,39
24-06-02 1,04 ±0,02 0,09 ± 0,27 03:56 ± 0,69 1,18 0,32
NPY
(ng/hipot)
18-08-02 0,57 ± 0,02 0,17 ±0,02 12:48 ±0,34 1,86 0,14*
07-11-02 1,32 ±0,03 0,20 ± 0,05 05:08 ± 0,48 1,35 0,23*
05-02-03 1,05 ±0,02 0,04 ± 0,03 18:36 ±1,17 1,09 0,53
08-05-03 1,04 ±0,02 0,001 ± 0,03 14:15 ±52,39 1,00 20,46
24-06-02 1,24 ±0,03 0,06 ± 0,35 07:52 ± 1,48 1,10 0,59
NPY
18-08-02 1,65 ±0,02 0,02 ± 0,02 06:58 ± 2,21 1,03 1,02
07-11-02 1,63 ±0,02 0,02 ± 0,04 04:29 ± 4,66 1,02 2,27
(ng/telenc)
05-02-03 1,42 ±0,02 0,05 ± 0,03 05:22 ± 1,47 1,07 0,64
08-05-03 1,34 ±0,01 0,04 ± 0,02 03:58 ± 1,13 1,06 0,55
* El ritmo es significativo (ruido/senal < 0,3), en negrita. Los datos se representan como 
media ± e.e.m. Aq: Nivel medio o mésor. Ai: Amplitud sinusoidal, cp: Fase.
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Figura 24. Funciones sinusoïdales teôricas que definen las variaciones diarias de los niveles 
plasmâticos de ghrelina y leptina en la tenca. Los puntos representan la media ± e.e.m. de los 
valores expérimentales (n =8/hora de muestreo). El ârea sombreada indica la fase oscura del 
fotociclo. (*): ruido/seftal < 0,3; ritmo significativo.
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Figura 25. Funciones sinusoïdales teôricas que definen las variaciones diarias del contenido 
hipotalâmico y telencefâlico de NPY en la tenca. Los puntos representan la media ± e.e.m. de los 
valores expérimentales (n =8/hora de muestreo). El ârea sombreada indica la fase oscura del 
fotociclo. (*): ruido/seftal < 0,3; ritmo significativo.
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mV
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Figura 26. Cromatograma tipo de una soluciôn de estàndares conteniendo HMPG, NA, A, 
DOPAC, 5-HIAA, DA y 5-HT y el estândar interno ISO a una concentraciôn 100 nM.
Tabla XVI. Tiempos de retenciôn de las distintas monoaminas y de sus metabolites de 
degradaciôn medidos en el hipotâlamo de Tinca tinca y del estândar interne.
Compuesto
HMPG 
NA 
A
DOPAC 
5-HIAA 
DA 
ISO 
5-HT
TIempo de retenciôn 
(min)
5,25 
6,87 
10,85 
11,18 
21,15 
25,73 
42,76 
76,22
HMPG: 4-hidrexi-3-metoxifenilglicel, NA: Noradrenaline, A. Adrenaline, DOPAC: Acido 
3,4-dihidroxifenilacético, 5-HIAA: Acido 5-hidroxindol acético, DA: Dopamina, ISO: Isoproterenol, 
5-HT: Serotonina.
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Figura 27. Cambios anuales en el contenido hipotalâmico de NA y DA, sus metabolites (HMPG y 
DOPAC, respectivamente) y la relaciôn de ambos con sus correspondientes aminas en tencas 
adultas de ambos sexos. Los datos representan la media ± e.e.m. (n = 32/grupo). $$ p< 0,01 
respecto al resto de los meses muestreados; ## p< 0,01 respecto a noviembre y febrero; 
&& p < 0,01, & p< 0,05 respecto a mayo; §§ p< 0,01, § p < 0,05 respecto a agosto; ££ p < 0,01 
respecto a noviembre y mayo; ¥¥ p< 0,01 respecto a febrero y mayo. * p < 0,05 machos respecto a 
hembras.
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mayo), para alcanzar los niveles minimos en febrero y mayo. La relaciôn DOPAC/DA 
mostrô un patrôn anual muy similar al del DOPAC tanto en machos como en hembras.
La 5-HT hipotalâmica en la tenca varia de forma significativa a lo largo del ciclo 
anual, con los niveles menores en noviembre y febrero y valores mâs altos en mayo y 
agosto (Figura 28). Las variaciones anuales del contenido hipotalâmico de 5-HIAA 
(Figura 28) son similares en ambos sexos presentando los valores mâximos en agosto 
(p < 0,01 respecto al resto de los meses de muestreo) y los minimos en mayo, sin 
diferencias significativas entre los meses frios (noviembre y febrero). El cociente 
5-HIAA/5-HT (Figura 28) mostrô los valores mâximos en agosto (p < 0,01 respecto al 
resto de las estaciones), disminuye en noviembre (p < 0,01 respecto a mayo) para 
aumentar de nuevo en febrero (p < 0,01 respecto a noviembre y mayo) y disminuir 
finalmente en mayo, mes en el que se registrô el minimo.
La A hipotalâmica mostrô un perfil anual similar en ambos sexos, salvo en agosto, 
cuando el contenido de A en los machos fue mayor que en las hembras (p < 0,05) 
(Figura 28). El contenido de A no mostrô grandes variaciones anuales, salvo en febrero, 
cuando los valores son significativamente superiores al resto del ano (p < 0,01 respecto a 
otorio y primavera), y niveles similares en otorio y primavera. En las hembras, se hallô un 
ünico pico en febrero (p < 0,01 respecto al resto de las estaciones), mientras que en el 
resto de los puntos de muestreo el contenido hipotalâmico de A fue similar.
En la Tabla XVII se presentan los coeficientes de correlaciôn (r) y los valores de la 
significaciôn estadistica (p) para las correlaciones que se establecen entre el contenido 
hipotalâmico de las distintas monoaminas y con el peso corporal, el indice nutricional y el 
peso de higado, gônadas y grasa perivisceral en machos y hembras de tenca. En los 
machos la NA mostrô correlaciones estadisticamente significativas y positivas con la DA y 
la 5-HT y con el IN y el peso de la grasa perivisceral, mientras que la correlaciôn con el 
peso hepâtico fue negativa. Por su parte, la DA se correlacionô positivamente con la 5-HT 
y el peso de la grasa perivisceral, y negativamente con el peso del higado. La A no 
mostrô correlaciones con ninguna de las demâs monoaminas ni con ninguno de los 
restantes parâmetros estudiados. Finalmente, la 5-HT solo se correlacionô positivamente 
con el IN. En las hembras la NA se correlacionô positivamente con la DA y la 5-HT, asi 
como con el IN y con el peso de las gônadas. La DA solo mostrô una correlaciôn 
estadisticamente significativa con la 5-HT, que fue de signo positivo. Por su parte, la A 
presentô una correlaciôn negativa con el contenido hipotalâmico de 5-HT. Por ultimo la 
5-HT ùnicamente se correlacionô con el IN, siendo esta correlaciôn de signo positivo.
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Figura 28. Cambios anuales en el contenido hipotalâmico de 5-HT, su metabolite (5-HIAA) y la 
relaciôn entre metabolite y amina, as! como de A. Los datos representan la media ± e.e.m. 
(n= 32/grupo). $$ p< 0,01 respecto al resto; && p < 0,01, & p< 0,05 respecto a mayo; §§ p< 0,01, 
§ p < 0,05 respecto a agosto; ££ p < 0,01 respecto a noviembre y mayo. * p < 0,05 machos 
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Los coeficientes de correlaciôn (r) y los valores de la significaciôn estadistica (p) 
para las correlaciones que se establecen entre el contenido hipotalâmico de las distintas 
monoaminas con los niveles plasmâticos de ghrelina y leptina y el contenido hipotâlamico 
y telencefâlico de NPY en tencas de ambos sexos se presentan en la Tabla XVIII. En los 
machos, la NA se correlacionô de forma significativa y positiva con los niveles circulantes 
de ghrelina y leptina, asi como con el contenido telencefâlico de NPY. Esta catecolamina 
presentô ademâs una correlaciôn negativa con el contenido hipotalâmico de NPY. La DA 
se correlacionô positivamente con la ghrelina circulante y el NPY telencefâlico, mientras 
que la correlaciôn con el NPY hipotalâmico fue de signo negative. La adrenalina no 
mostrô correlaciones ni con el contenido hipotalâmico y telencefâlico de NPY, ni con los 
niveles de hormonas circulantes. Por ultimo, la 5-HT hipotalâmica se correlacionô 
significativa y positivamente con la ghrelina y la leptina plasmâticas, y negativamente con 
el contenido de NPY en el hipotâlamo. En las hembras, mientras que la NA presentô una 
correlaciôn significativa con el NPY, siendo esta correlaciôn de signo negativo para el 
NPY hipotalâmico y positivo para el NPY telencefâlico, ni DA ni A se correlacionaron con 
ninguno de los neuropéptidos y hormonas analizados. Por su parte, la 5-HT mostrô una 
correlaciôn de signo negativo con el contenido hipotalâmico de NPY.
En la Tabla XIX se presentan los parâmetros que definen las funciones sinusoidales 
del ajuste a los valores expérimentales del ritmo diario del contenido hipotalâmico de 
monoaminas y sus metabolitos en las cuatro estaciones del ario. Ninguna de las 
monoaminas estudiadas siguiô un ritmo diario estadisticamente significativo 
(Figuras 29-32). El contenido hipotalâmico de HMPG presentô un ritmo diario 
estadisticamente significativo en verano (ruido/serial = 0,18) (Figura 29), estaciôn en la 
que se registraron el nivel medio y la amplitud mâs altos. El DOPAC mostrô oscilaciones 
a lo largo del fotocicolo que se ajustan a un ritmo estadisticamente significativo 
(ruido/serial = 0,21) ùnicamente en agosto, con la acrofase en la primera mitad de la fase 
oscura (Figura 30), mes en el que se registrô el mésor mâs elevado (886,08 pg/mg prot), 
asi como la amplitud mâs alta (213,95 pg/mg prot) de todo el ario.
En la Tabla XX se muestran estos mismos parâmetros para los cocientes 
metabolito/monoamina en las cuatro estaciones del ario. Las oscilaciones diarias de la 
relaciôn HMPG/NA (Figura 33) se ajustan a un ritmo estadisticamente significativo en 
agosto y en mayo (sôlo las hembras), con la acrofase aproximadamente a las 14:00 h en 
ambos meses, si bien el ritmo fue mâs marcado en primavera (mâx/min = 6,26) que en 
verano (mâx/min = 3,41). El cociente DOPAC/DA (Figura 34) mostrô el mésor mâs 
elevado en agosto (4,55), y el minimo en mayo (0,99), siguiendo un ritmo
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Tabla XVIII. Coeficientes de correlaciôn (/) y valor p de las relaciones entre el contenido 
hipotalâmico de monoaminas y los niveles plasmâticos de ghrelina y leptina, y el 
contenido hipotalâmico y telencefâlico de NPY en machos y hembras de tenca {Tinca 
tinca).
Ghrelina
(pg/ml)
Leptina
(ng/ml)
NPY
(ng/hipot)
NPY
(ng/telenc)
NA r 0,315 0,310 - 0,443 0,254
(ng/mg prot)
P < 0,001 0,008 < 0,001 0,004
DA r 0,238 0,143 -0,210 0,244
MACHOS
(ng/mg prot)
P 0,008 0,241 0,021 0,006
A r 0,020 0,132 -0,211 -0,150
(pg/mg prot)
P 0,823 0,280 0,021 0,098
5-HT r 0,186 0,231 - 0,263 0,149
(ng/mg prot)
P 0,034 0,049 0,003 0,088
NA r 0,014 0,014 - 0,304 0,262
(ng/mg prot)
P 0,886 0,908 0,002 0,007
DA r -0,162 -0,160 -0,122 0,181
HEMBRAS
(ng/mg prot)
P 0,087 0,177 0,218 0,062
A r - 0,009 0,058 0,039 -0,184
(pg/mg prot)
P 0,924 0,639 0,690 0,061
5-HT r - 0,060 -0,147 - 0,220 0,178
(ng/mg prot)
P 0,527 0,211 0,025 0,066
NA: Noradrenaline, DA: Dopamina, A: Adrenalina, 
(machos: n = 196, hembras: n = 165). En negrita se 
significativas.
5-HT: Serotonina, NPY: 
muestran las correlaciones
Neuropéptido Y. 
estadisticamente
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Tabla XIX. Paramètres que definen las funciones sinusoidales teôricas de los ritmos
diarios del contenido hipotalâmico de monoaminas y sus metabolitos a lo largo del ario en
la tenca {Tinca tinca).
Fecha Ao Ai q> Màx/mm 1Ruido/senal
19-08-02 777,66 ± 53,67 422,66 ± 76,08 12:37 ±0,408 3,38 0,18"
HMPG 07-11-02 626,46 ± 50,70 113,99 ±75,22 15:03 ±1,40 1,44 0,66
(ng/mg prot) 05-02-03 ND ND ND ND ND
08-05-03 531,86 ±52,04 154,88 ±68,79 12:59 ±1,14 1,82 0,44
19-08-02 16,50 ±0,35 0,81 ±0,52 04:31 ±1,36 1,10 0,65
NA
(pg/mg prot)
07-11-02 
05-02-03
08-05-03 c?
13,39 ±0,22 
12,44 ±0,19 
14,36 ±0,53
0,29 ± 0,31 
0,19 ±0,29 
1,34 ±0,73
20:03 ± 2,42 
15:44 ±3,20 
20:14 ±1,23
1,04
1,03
1,21
1,06
1.54
0,55
? 15,67 ±0,75 0,83 ±1,04 02:12 ±2,94 1,11 1,26
19-08-02
$
454.62 ± 29,63 
399,86 ±18,76
26,69 ± 42,62 
63,49 ± 25,04
15:59 ±3,57 
10:12 ±0,99
1.12
1,38
1,60
0,39
A
07-11-02 350,11 ± 22,68 2,66 ± 33,47 17:45 ±27,77 1,02 12,58
(ng/mg prot)
05-02-03 547,62 ±23,72 43,06 ± 31,38 10:56 ±1,90 1,17 0,73
08-05-03 371,27 ±39,44 29,07 ± 57.75 15:05 ±4,32 1,17 1,99
19-08-02 886,08 ±32,26 213,95 ±44,73 00:08 ± 0,46 1,64 0,21*
DOPAC 07-11-02 598,53 ± 23,31 38,27 ± 32,41 01:10 ±2,01 1,14 0,85
(ng/mg prot) 05-02-03 266,86 ±12,29 29,84 ±16,30 10:46 ±3,46 1.25 0,55
08-05-03 173,98 ±19,22 39,18 ±26,48 13:07 ±1,65 1,58 0,68
19-08-02 21,00 ±0,75 0,26±1,10 16:37 ± 9,08 1,02 4,28
DA 07-11-02 18,05 ±0,41 0,37 ±0,60 17:24 ±3,46 1,04 1,65
(pg/mg prot) 05-02-03 17,05 ±0,41 0,37± 0,60 17:24 ±3,46 1,04 1,65
08-05-03 16,91 ±0,94 0,45 ±1,34 07:53 ± 6,48 1,05 2,96
19-08-02 3,49 ±0,14 0,24 ±0,20 08:27 ±1,94 1.15 0,83
5-HIAA 07-11-02 1,71 ±0,06 0,04 ±0,08 13:22 ±4,80 1,05 1,98
(pg/mg prot) 05-02-03 1,97 ±0,11 0,33±0,15 10:48 ±1,20 1,40 0,45
08-05-03 1,08 ±0,13 0,12±0,18 09:55 ± 4,23 1,22 1.72
19-08-02 29,91 ±1,13 0,98 ±1,66 16:30 ±3,59 1.07 1,70
5-HT 07-11-02 24,26 ± 0,62 1,81 ± 0,89 18:35 ±1,10 1.16 0,49
(pg/mg prot) 05-02-03 21,53 ±0,66 0,93±0,15 02:19 ±2,29 1,09 1,03
08-05-03 27,28 ±1,07 2,12±1,46 23:49 ±1,67 1.17 0,69
* El ritmo es significativo (ruido/senal < 0,3), valores en negrita. Los datos se representan como 
media ± e.e.m. Ao: Nivel medio o mésor, Ai: Amplitud sinusoidal, (p: Fase. ND: No detectable.
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Figura 29. Funciones sinusoidales teôricas que definen las variaciones diarias del contenido 
hipotalâmico de NA y HMPG en la tenca. Los puntos representan la media ± e.e.m. de los valores 
expérimentales (n =8/hora de muestreo). El ârea sombreada indica la fase oscura del fotociclo. 
(*); ruido/serial < 0,3; ritmo significativo.
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Figura 30. Funciones sinusoidales teôricas que definen las variaciones diarias del contenido 
hipotalâmico de DA y DOPAC en la tenca. Los puntos representan la media ± e.e.m. de los valores 
expérimentales (n =8/hora de muestreo). El ârea sombreada indica la fase oscura del fotociclo. 
(*); ruido/seftal < 0,3; ritmo significativo.
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Figura 31. Funciones sinusoidales teôricas que definen las variaciones diarias del contenido 
hipotalâmico de A en la tenca. Los puntos representan la media ± e.e.m. de los valores 
expérimentales (n =8/hora de muestreo). El ârea sombreada indica la fase oscura del fotociclo.
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Figura 32. Funciones sinusoidales teôricas que definen las variaciones diarias de! contenido 
hipotalâmico de 5-HT y 5-HIAA en la tenca. Los puntos representan la media ± e.e.m. de los 
valores expérimentales (n =8/hora de muestreo). El ârea sombreada indica la fase oscura de! 
fotociclo.
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Tabla XX. Parâmetros que definen las funciones sinusoïdales teôricas de los ritmos
diarios de los cocientes metabolito/monoamina a lo largo del ario en la tenca {Tinca
tinca).
F e c h a Ao Al 9 M à x /m în R u id o /s e n a l
19-08-02 4,51 ±0,33 2,47 ±0,47 13:44 ± 0,43 3,41 0,19*
07-11-02 4 ,7 5  ±  0 ,3 2 0 ,5 4  ± 0 ,4 2 12:26  ± 2 ,0 4 1 .2 5 0 ,7 9
HMPG/NA 05-02-03 --- — — — —
(% )
08-05-03
cî
?
3 ,3 6  ± 0 ,3 9  
4,03 ±0,60
1 ,0 9  ±  0 ,5 0  
2,92 ± 0,79
1 2:17  ± 1 ,2 7  
13:44 ± 0,69
1 ,9 7
6,26
0 ,4 6
0,27*
19-08-02 4,55 ±0,17 0,93 ± 0,23 00:11 ±0,62 1,52 0,25*
DOPAC/DA 07-11-02 3 ,1 4 ± 0 ,1 4 0 ,4 4  ± 0 ,2 1 0 6 :0 0  ±  0 ,9 9 1 ,33 0 ,4 8
(% ) 05-02-03 1 ,56  ±  0 ,0 7 0 ,1 9  ± 0 ,0 9 1 0 :5 4  ± 1 ,2 3 1 ,2 8 0 ,4 8
08-05-03 0 ,9 9  ± 0 ,1 1 0 ,1 9 ± 0 ,1 5 10:41 ± 2 ,0 5 1 ,4 7 0,81
19-08-02 1 1 ,85  ± 0 ,5 8 1 ,2 5  ± 0 ,7 7 0 9 :0 2  ±  1 ,56 1 .2 4 0 ,6 4
5-HIAA/5-HT 07-11-02 7 ,1 4  ± 0 ,3 1 0 ,5 3  ±  0 ,4 6 04:21 ± 1 ,7 7 1 ,1 6 0 ,8 6
(% ) 05-02-03 9,52 ±0,53 2,37 ±0,70 11:11 ±0,77 1,66 0,29*
08-05-03 3 ,8 5  ±  0 ,4 6 0 ,3 3  ±  0 ,6 5 0 8 :2 5  ±  4 ,4 8 1 .1 9 1 ,9 8
* El ritmo es significativo (ruido/senal < 0,3), valores en negrita. Los datos se representan como 
media ± e.e.m. Aq. Nivel medio o mésor, Ai: Amplitud sinusoidal, (p: Fase.
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Figura 33. Funciones sinusoïdales teôricas que definen las variaciones diarias del cociente 
HMPG/NA en la tenca. Los puntos representan la media ± e.e.m. de los valores expérimentales 
(n =8/hora de muestreo). El ârea sombreada indica la fase oscura del fotociclo. (*): ruido/senal < 
0,3; ritmo significativo.
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Figura 34. Funciones sinusoïdales teôricas que definen las variaciones diarias del cociente 
DOPAC/DA en la tenca. Los puntos representan la media ± e.e.m. de los valores expérimentales 
(n =8/hora de muestreo). El ârea sombreada indica la fase oscura de! fotociclo. (*); ruido/seftal < 
0,3; ritmo significativo.
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Figura 35. Funciones sinusoïdales teôricas que definen las variaciones diarias del cociente 
5-HIAA/5-HT en la tenca. Los puntos representan la media ± e.e.m. de los valores expérimentales 
(n =8/hora de muestreo). El Area sombreada indica la fase oscura del fotociclo. (*): ruido/seftal < 
0,3; ritmo significativo.
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estadisticamente significativo ünicamente en agosto (ruido/senal = 0,25). La relaciôn 
5-HIAA/5-HT (Figura 35) mostrô un ritmo diario estadisticamente significativo en invierno 
(ruido/senal = 0,29).
5. CONTENIDO DE MELATONINA Y ACTIVIDAD AA-NAT EN EL TEJIDO 
OCULAR DE Tinca tinca.
5.1. VARIACIONES DIARIAS Y ESTACIONALES.
En la Figura 36 se muestra un cromatograma tipo de una soluciôn de estandares 
conteniendo 5-MT, 5-IVIIAA, 5-MTFOL y MEL a una concentraciôn 10 nM y los estandares 
internes 6-CI-MEL y 2-l-MEL a una concentraciôn 100 nM. Las condiciones 
cromatograficas se especifican en el apartado 2.6.2. de Materiales y Métodos. Los 
tiempos de retenciôn de cada uno de los compuestos se muestran en la Tabla XXL
La Tabla XXII muestra los paramétrés de las funciones sinusoidales definidas por 
los valores expérimentales de actividad AA-NAT y contenido ocular de melatonina. En la 
Figura 37 se representan los perfiles diaries del contenido de melatonina y de la actividad 
AA-NAT en la copa ôptica y la retina neural de la tenca, respectivamente, en las cuatro 
estaciones del ario. Tante la actividad AA-NAT como el contenido de melatonina ocular 
mcstraron una ritmicidad diaria significativa con valores elevados durante la escotofase y 
bajos durante la fase luminosa en primavera y verano. Mientras que en las estaciones 
frias (otorio e invierno) no hubo ritmo diario (ruido/senal > 0,3), en primavera y verano la 
actividad de esta enzima mostrô un ritmo estadisticamente significativo 
(ruido/senal < 0,3), siendo mas pronunciado en verano (max/min > 5). El nivel medio o 
mésor mâs elevado se observô en invierno y el mas bajo en verano (0,66 y 0,18 
nmol/h/mg prot, respectivamente). Las acrofases de los ritmos se producen a mitad de la 
fase oscura. El valor medio mâs alto de melatonina ocular se mide en verano (113,50 
pg/mg prot), mientras que el mâs bajo se obtuvo en invierno (28,51 pg/mg prot). La 
mâxima amplitud del ritmo de melatonina ocular se encontrô en verano, mientras que la 
minima se observô en las estaciones frias.
En la Figura 38 mostramos la relaciôn entre las amplitudes de los ritmos diarios de 
actividad /AA-NAT y melatonina ocular en la tenca con la temperatura media del agua en 
las distintas estaciones del ario. A temperaturas bajas la /AA-NAT muestra una actividad 
reducida y un incremento de tan sôlo 3°C en la temperatura media del agua (de 13,5°C a 
16,5°C) produce un aumento muy importante en la amplitud del ritmo (67,71%). A 
temperaturas bajas (invierno, 6,5°C) y médias (otorio, 13,5°C y primavera, 16,5°C) la 
amplitud del ritmo de melatonina es pequeria, mientras que a temperatura alta (verano.
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Figura 36. Cromatograma tipo de una soluciôn de estândares conteniendo 5-MT, 5-MIAA, 5- 
MTFOL y MEL a una concentraciôn 10 nM y los estândares internos 6-CI-MEL y 2-l-MEL a una 
concentraciôn 100 nM.
Tabla XXI. Tiempos de retenciôn de los distintos metoxindoles medidos en la copa ôptica 
de Tinca tinca y de los compuestos utilizados como estândares internes.
Compuesto Tlempo de retenciôn 
(min)
5-MT 9,69
5-MIAA 12,04
5-MTFOL 13,27
MEL 18,6
6-CL-MEL 55,04
2-l-MEL 66,26
5-MT; 5-metoxitriptamina, 5-MIAA: Acido-5-metoxindolacético, 5-MTFOL: 5-metoxitriptofol, 
MEL: Melatonina, 6-CL-MEL: 6-cloro-melatonina, 2-l-MEL: 2-yodo-melatonina.
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Figura 37. Funciones sinusoidales teôricas que definen las variaciones diarias de la actividad 
AA-NAT y del contenido en melatonina en la retina neural y la copa ôptica de la tenca, 
respectivamente. Los puntos representan la media ± e.e.m. de los valores expérimentales 
(n =8/hora de muestreo). * p< 0,05, **p< 0,01 respecto a la media de los valores diarios. El Area 
sombreada indica la fase oscura del fotociclo. (*): ritmo significativo; ruido/seftal < 0,3.
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24°C) se produce un incremento muy importante de la producciôn de esta hormona. Este 
incremento de la amplitud con la temperatura del agua no es lineal (p = 0,115). Asi, 
mientras que a temperatura baja, un incremento de 7 °C (desde 6,5 hasta 13,5) provoca 
un aumento de la amplitud del ritmo del 18,82%, a temperaturas elevadas un aumento de 
la temperatura de 7 °C (desde 16,5 hasta 24 °C) se traduce en un incremento de la 
amplitud del ritmo de melatonina del 40,62 %.
En la Figura 39 se comparan los perfiles estacionales de los valores diumos y 
nocturnos de actividad AA-NAT y del contenido ocular de melatonina. En verano se 
produce la sintesis ocular de melatonina mâs elevada del aho, tanto de dia como de 
noche (p < 0,01 respecto al resto de las estaciones), sin embargo, esta elevada 
producciôn no se corresponde con una mayor actividad AA-NAT, que muestra los valores 
menores respecto al resto de las estaciones (p < 0,01). Por el contrario, en invierno la 
actividad enzimâtica es mâxima tanto de dia como de noche, pero no va acompanada de 
una producciôn significativa de melatonina.
5.2. PAPEL DE LA TEMPERATURA EN LA REGULAClÔN DE LA ACTIVIDAD AA-NAT 
Y DEL CONTENIDO DE MELATONINA OCULAR EN LA TENCA.
La Figura 40 muestra el efecto de la aciimataciôn de las tencas a dos temperaturas 
diferentes sobre la actividad AA-NAT y el contenido de melatonina ocular en la tenca. En 
tencas aciimatadas a 25°C se observô un incremento significativo (p < 0,01) de la 
actividad AA-NAT a mitad de la fase oscura del orden de 6 veces respecto a los valores 
diurnos (Figura 40a). Esta diferencia no se encontrô en las tencas aciimatadas a 5°C. 
Ademâs, la actividad AA-NAT ocular en mitad de la fase luminosa es significativamente 
mayor (p < 0,01) a 5°C que a 25°C. Sin embargo, en mitad de la fase oscura la actividad 
AA-NAT a 25®C fue significativamente mayor que a 5®C (p < 0,01).
Al igual que sucede con la AA-NAT a 25°C, el contenido ocular de melatonina 
(Figura 40b) fue significativamente mayor en la fase oscura (p < 0,01) respecto a la fase 
luminosa. Esta diferencia dia/noche no se observô a baja temperatura, encontrando 
ademâs, una producciôn de melatonina muy reducida en las tencas aciimatadas a 5°C, 
similar a la encontrada en mitad de la fase luminosa en las tencas aciimatadas a 25°C.
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Tabla XXII. Paràmetros que definen las funciones sinusoidales teôricas de los ritmos
diarios de actividad AA-NAT y contenido ocular de melatonina en las cuatro estaciones del
ario en la tenca {Tinca tinca).
Estaclôn Ao Al 9 Mâx/min Ruido/senal
Primavera 0,50 ± 0,018 0,125 ± 0,027 03:29 ± 0,47 1,67 0,21*
AA-NAT Verano 0,18 ±0,006 0,130 ±0,009 01:46 ±0,16 3,02 0,07*
(nmol/h/mg prot) Otoho 0,26 ± 0,014 0,037 ±0,019 03:53 ± 1,25 1,50 0,50
Invierno 0,66 ± 0,016 0,072 ± 0,023 20:34 ± 0,72 1.25 0,32
Primavera 48,90 ± 2,67 16,35 ±4,05 00:20 ± 0,50 2,00 0,25*
Melatonina Verano 113,50 ±5,25 56,97 ±7,49 00:50 ± 0,30 3,02 0,13*
(pg/mg prot) Otofio 46,41 ± 3,71 9,30 ± 5,40 23:44 ± 1,24 1,50 0,58
- Invierno 28,51 ± 1,69 7,55 ±2,37 19:37 ± 0,73 1,72 0,31
* El ritmo es significativo (ruido/senal < 0,3), valores en negrita. Los datos se representan como 
media ± e.e.m. Aq: Nivel medio o mésor, Ai: Amplitud sinusoidal, (p: Fase.
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Figura 38. Cambios en la amplitud del ritmo diario del contenido ocular de melatonina y actividad 
AA-NAT con la temperatura media del agua registrada en las distintas estaciones del ano.
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Figura 39. Perfil estacional de a) los valores medios diurnos y b) los valores medios nocturnos de 
actividad AA-NAT y contenido de melatonina en la retina neural y la copa ôptica de la tenca, 
respectivamente. Los datos representan la media ± e.e.m. de los valores expérimentales (valores 
diurnos; primavera y verano n = 40/estaciôn, otono n = 24, invierno n = 32; valores nocturnos: 
primavera y verano n = 24/estaciôn, otofto n = 40, invierno n = 32). § p< 0,01 respecto al resto de 
las estaciones; £ p< 0,01 respecto a verano y otofto; # p< 0,01 respecto a otofio; $ p < 0,01 
respecto a invierno; ¥ p< 0,05 respecto a otofio.
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Figura 40. Efecto de la aciimataciôn a 12L;12D y 25 y 5°C sobre a) la actividad AA-NAT en la 
retina neural y b) el contenido de melatonina en la copa ôptica de la tenca. Los datos representan 
la media ± e.e.m. de los valores expérimentales (n = 8/grupo). ** p< 0,01 respecto a la fase 
luminosa a la misma temperatura. ## p< 0,01 respecto a 5®C en la misma fase del fotociclo. ML: 
mitad de la fase luminosa; MD: mitad de la fase oscura.
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5.3. ESTUDIO DEL POSIBLE CARACTER ENDOGENO DE LA SINTESIS RITMICA DE 
MELATONINA Y DE LA ACTIVIDAD AA-NAT EN TEJIDO OCULAR DE LA TENCA.
La Figura 41 represents las variaciones del contenido de melatonina en la copa 
ôptica y de la actividad AA-NAT en la retina neural de la tenca a lo largo de 3 dias, 
estando los dos ültimos dias sometidas a oscuridad continua. Puede apreciarse como la 
oscuridad constante a la que se somete a las tencas durante dos dias anula el ritmo 
circadiano, que se observa en condiciones luz/oscuridad, tanto de la melatonina como de 
la actividad AA-NAT. El contenido de melatonina en la copa ôptica de la tenca aumenta la 
primera noche y disminuye bruscamente hasta niveles basales transcurrida esta primera 
noche, para mantenerse constante hasta el final del experimento. La actividad AA-NAT 
muestra un incremento importante (aumenta mas de 3 veces respecto a los valores 
basales) en el primer punto de muestreo de la primera noche (19:30 h, 16,5 ZT). Al 
contrario de lo que sucede con el contenido ocular de melatonina, en condiciones de 
curso libre la actividad AA-NAT no cae hasta los niveles basales, sino que se mantiene 
elevada a lo largo de las 48 h restantes.
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Figura 41. Actividad AA-NAT en retina neural y contenido de melatonina ocular en tencas 
sometidas a condiciones de curso libre en oscuridad constante. Los datos representan la media ± 
e.e.m. de los valores expérimentales, (n = 7/grupo). Las barras oscuras y grises del eje de 
abscisas representan la noche y el dia subjetivos, respectivamente. ZT: tiempo “zeitgeber”.
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1. VARIACIONES DIARIAS Y ESTACIONALES EN LA HEMATOLOGIA.
Los paramétras hematolôgicos y la bioquimica sangumea son herramientas 
validas muy utiles en la determinaciôn del estado de salud y el equilibrio metabôlico en 
los peces, tanto de vida silvestre como en cultives intensivos. Sobre estos paramétrés 
influyen un gran numéro de factores ambientales, tanto naturales (cambios en la 
temperatura del agua, el oxigeno disuelto, la salinidad, calidad y cantidad de alimente 
ingerido) como de origen antropogénico. Nuestro estudio se ha dirigido al conocimiento 
de los posibles cambios diarios y estacionales de estos paramétrés de referenda en una 
poblaciôn de tencas expuestas a los cambios ciclicos naturales en su ambiente.
1.1. SERIE ROJA.
En la présente Memoria se describen en la tenca variaciones significatives del 
numéro de eritrocitos y el hematocrito a lo largo del ano, con los valores mâs bajos en 
otono e invierno y los mâs altos en verano. Estas diferencias estacionales pueden 
deberse a multiples factores, tanto relacionados con los ciclos fisiolôgicos naturales del 
pez (ciclos de crecimiento, alimentaciôn o reproducciôn), como de origen antropogénico.
Una de las justificaciones mâs inmediatas al incremento en la serie roja de la tenca 
durante el verano dériva de la principal funciôn desempehada por los glôbulos rojos, el 
transporte de oxigeno. Es bien conocido que los peces que habitan estanques y charcas, 
y que por tanto estân expuestos a grandes variaciones de disponibilidad de oxigeno en el 
agua, estân mejor adaptados y presentan mayor eficacia en la toma de oxigeno a bajas 
concentraciones de este que aquellos que habitan en nos de curso rapide (Love, 1970). 
Durante el verano se produce una reducciôn notable de la disponibilidad de oxigeno en el 
agua como consecuencia de la elevada temperatura, por lo que un incremento del 
numéro de glôbulos rojos tiene un notable carâcter adaptative al permitir ajustar las 
demandas respiratorias a los cambios en la disponibilidad de oxigeno del medio. 
Ademâs, el incremento en la temperatura del agua no sôlo produce una reducciôn de la 
solubilidad del oxigeno, sino que aumenta la tasa metabôlica y consecuentemente el 
consume de oxigeno. Esta hipoxia relativa durante el verano es un fenômeno frecuente 
en los hâbitats naturales de las tencas. En nuestro estudio, el aumento del hematocrito y 
del numéro de eritrocitos circulantes registrado en verano puede formar parte de un 
mecanismo de aciimataciôn que permitiria a las tencas afrontar, al menos en parte, este 
aumento en el consumo de oxigeno en esta época del ano. De forma similar, en D. 
labrax, cuyas demandas de oxigeno también aumentan en verano (Claireaux y 
Lagardere, 1999), se ha descrito un incremento en la producciôn de nuevos eritrocitos en
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esta estaciôn (Kavadias y cols., 2004), lo que ayudaria a una transferencia de oxigeno 
mas eficaz, considerando ademâs que en los teleôsteos los eritrocitos inmaduros son 
mâs eficientes en el transporte de oxigeno que los maduros (Houston y cols., 1996). 
Incrementos similares en la hemoglobina y en el recuento de glôbulos rojos por efecto de 
la hipoxia se han descrito en otros teleôsteos (Affonso y cols., 2002; Moraes y cols., 
2002). El efecto de la temperatura del agua sobre paramétrés de la serie roja en los 
peces se ha investigado en un importante numéro de especies, habiéndose encontrado 
una correlaciôn positiva entre temperatura del agua y hematopoyesis en C. carpio y O. 
mykiss (Smit y cols., 1981), G. morhua e Hippoglossoides platessoides (Audet y cols., 
1993), Barilius bendelisis (Rauthan y Grover, 1994) y Limanda femiginea (Mercaldo-Allen 
y cols., 2003). De forma paralela durante el invierno hay una disminuciôn del hematocrito 
y la hemoglobina en C. carpio (Svetina y cols., 2002) y en G. morhua (Magill y Sayer, 
2004), y en el numéro de eritrocitos circulantes en el ciprinido Phreatichthys andruzzii 
(Frangioni y cols., 1997). Nuestros resultados del muestreo de invierno, con menor 
recuento de glôbulos rojos y menor hematocrito en otoho e invierno, corroboran también 
para la tenca este efecto de la temperatura sobre los glôbulos rojos.
El aumento de glôbulos rojos circulantes durante el verano parece tener su origen 
en el bazo, que es el ôrgano principal que almacena y libera eritrocitos en funciôn de las 
demandas respiratorias de los peces (Press y Evensen, 1999). Asi, en los peces, al igual 
que sucede en otros vertebrados, situaciones que también requieren un incremento en la 
capacidad de transporte de oxigeno, como durante un ejercicio intense, cursan con un 
incremento agudo del hematocrito debido a la liberaciôn de glôbulos rojos almacenados 
en el bazo (Pearson y Stevens, 1991; Gallaugher y Farrell, 1998). No obstante, el 
aumento de hematocrito no necesariamente ha de ir asociado a un aumento del numéro 
de glôbulos rojos circulantes, sino que puede ser resultado de una extravasaciôn del 
plasma hacia los tejidos o incluso de un incremento en el tamano de los eritrocitos. En el 
caso de las tencas el aumento en el hematocrito no parece deberse a un aumento en el 
volumen celular, ya que en verano, dicho incremento no se acompana de un aumento en 
el VCM, y si de un mayor recuento celular.
Por otra parte, el ayuno produce una reducciôn en las diferentes poblaciones de 
células sanguineas, habiéndose encontrado una disminuciôn del numéro de glôbulos 
rojos acompanada de la correspondiente reducciôn en el valor hematocrito y en la 
concentraciôn de hemoglobina en varias especies de peces (Mahajan y Dheer, 1983; 
Vosyliene y Kaziauskiene, 1999; Rios y cols., 2002; Rehulka y Adamec, 2004; Rehulka y 
cols., 2004), si bien, la duraciôn del periodo de ayuno necesario para inducir anemia
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depende de la especie, del estado fisiolôgico y nutricional y de las condiciones 
ambientales (Lim y Klesius, 2003). Este efecto depresor del ayuno sobre la 
hematopoyesis concuerda con los valores bajos encontrados en los paràmetros 
hematolôgicos en la tenca durante el invierno, estaciôn durante la cual esta especie 
prâcticamente no se alimenta (Guijarro y cols., 1999). En base a estos resultados 
generalizables a la mayoria de los peces, se considéra que el hematocrito es un buen 
indice del estado nutricional y de salud, siendo la anemia un efecto comûn de una 
malnutriciôn crônica (Cypher y Frost, 1999; Potti y cols., 1999; Piersma y cols., 2000).
En la tenca, no hemos encontrado una correlaciôn estacional entre hematocrito y 
estado nutricional general, si bien en las hembras el hematocrito es significativamente 
menor que en los machos tanto en primavera como en otono. Ademâs, el hematocrito 
disminuye notablemente en otoho, después de la freza, época en la que se produce un 
agotamiento importante de las réservas energéticas. Pedrera y colaboradores (1992) 
encontraron en la tenca una disminuciôn importante en el numéro de eritrocitos en el 
periodo previo a la freza, este cambio estâ asociado a la reproducciôn y se revierte 
inmediatamente después de la freza. Esta relaciôn entre el momento del ciclo reproductor 
y distintos paràmetros hematolôgicos también se ha puesto de manifiesto en otras 
especies como D. labrax (Kavadias y cols., 2004), S. trutta, Thymallus thymallus (timalo) 
y Chondrostoma nasus (condrostoma comûn) (Luskova, 1997) en las que el numéro de 
eritrocitos circulantes, el hematocrito y la concentraciôn de hemoglobina estân elevados 
durante la madurez sexual y el desove. En este mismo sentido, nuestros datos en la 
tenca en relaciôn con el dimorfismo sexual en el hematocrito en verano y otoho (valores 
inferiores en las hembras que en los machos) corroboran esta relaciôn entre ciclo 
reproductor y hematocrito. Un dimorfismo sexual similar se ha observado en numerosas 
especies de peces, como Micropterus salmoides (Steuke y Atherton, 1965), E. lucius 
(Mulcahy, 1970), Salvelinus fontinalis (McCormick y Naiman, 1985), Alosa sapidissima 
(Leonard y McCormick, 1999) y O. mykiss (Sano, 1960; Rehulka y cols., 2004), teniendo 
en todos los casos valores superiores de hematocrito en los machos respecto de las 
hembras.
En la tenca los glôbulos rojos y el hematocrito muestran una buena correlaciôn 
estacional, pero no siempre se obtienen buenas correlaciones entre ambos paràmetros. 
Este hecho puede deberse a que, mientras que el recuento de glôbulos rojos es un indice 
directe, los cambios en el valor del hematocrito pueden estar causados tanto por 
alteraciones del volumen de sangre total (que a su vez estâ en funciôn del volumen total 
de plasma) como del propio volumen de eritrocitos, que a su vez depende de la
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eritropoyesis y del tamano celular. Es decir, el hematocrito puede variar con el estado de 
hidrataciôn del animal (que détermina el volumen de plasma), y también con el balance 
iônico y osmôtico, que puede afectar tanto al volumen de plasma como al tamano celular 
(Morton, 1994). Una forma de detectar esta posible hiposmosis del pez es mediante los 
cambios en otros indices hematimétricos, como el VCM.
Las concentraciones de hemoglobina encontradas en la tenca en este estudio son 
ligeramente mayores que las descritas para otras especies de peces (Blaxhall y Daisley, 
1973; Lim y Klesius, 2003), aunque son muy similares a las halladas en el sâbalo 
americano (Leonard y McCormick, 1999), en la cachama {Colossoma macropomum, 
Affonso y cols., 2002) y en la lubina (Kavadias y cols., 2004). Estas diferencias en los 
valores de referenda pueden deberse a los multiples factores de los que depende la 
concentraciôn de hemoglobina, tanto endôgenos, como la edad, el estado nutricional 
general del pez y su estilo de vida; como antropogénicos, taies como la manipulaciôn, el 
transporte, la densidad de individuos, las condiciones en que se realiza la toma de 
muestras o los diferentes métodos usados en la determinaciôn del contenido de 
hemoglobina. El tamano del pez es otro de los factores que pueden influir tanto sobre la 
concentraciôn de hemoglobina como en el numéro de eritrocitos circulantes, como se ha 
observado en la trucha arcoiris (Lowe-Jinde y Niimi, 1983; Martinez y cols., 1994). De 
hecho, en tencas macho el peso corporal estâ relacionado con la concentraciôr de 
hemoglobina y con los indices corpusculares derivados de ésta.
En la tenca, el incremento en el numéro de glôbulos rojos y el hematocrito 
observado en verano no va acompahado de un incremento en la HCM, probablemente 
debido al menor contenido de hemoglobina en los eritrocitos inmaduros, de forma similar 
a lo que sucede en D. labrax, especie en la que tampoco se produce un paralelismo entre 
el incremento del hematocrito en agosto y el contenido de hemoglobina de los glôbulos 
rojos (Kavadias y cols, 2004). Como en el caso de D. labrax, los eritrocitos en la tenca 
podrian madurar mâs tarde, por lo que el descenso en el numéro de glôbulos rojos en 
otoho respecto a verano no va acompahado de una disminuciôn en la HCM y la CCMH.
En el présente estudio hemos encontrado variaciones estacionales en el VCM, con 
los valores mâs elevados en otoho y los mâs bajos en verano e invierno. La disminiciôn 
en verano podria deberse a un menor tamaho de los glôbulos rojos inmaduros respecto a 
los maduros, mientras que el menor VCM en invierno podria estar mâs bien relacionado 
con las bajas temperaturas del agua. De hecho, en otras especies de teleôsteos tarrbién 
se han descrito fluctuaciones anuales en el VCM debidas a variaciones en facbres 
ambientales. Por ejemplo, en T. thymallus, S. trutta y C. nasus este indice corpuscular se
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correlaciona positivamente con la temperatura del agua (Luskova, 1997), mientras que en 
la lubina rayada {Morone saxatilis) se ha demostrado la existencia de una correlaciôn 
positiva entre la longitud del dia y el VCM (Lochmiller y cols., 1989). En otras especies 
como D. labrax, por el contrario, el VCM no muestra importantes fluctuaciones a lo largo 
del ano y no se modifica ni por oscilaciones estacionales de distintos paràmetros 
abiôticos (temperatura del agua, oxigeno disuelto y longitud de! dia), ni por el consumo de 
alimente o la madurez sexual (Kavadias y cols., 2004).
Respecto a las variaciones diarias, en la tenca el numéro de glôbulos rojos, el 
hematocrito y la hemoglobina exhiben un ritmo diario significativo en primavera y verano, 
con la acrofase hacia el final de la fase oscura en todos los casos. En la bibliografia 
consultada no hemos encontrado ningùn estudio previo que investigue esta ritmicidad 
diaria en la hematologia de los peces. Nuestros resultados podrian estar relacionados 
con el patrôn estricto de actividad nocturna de la tenca (Herrero y cols., 2003; Vera y 
cols., 2004a) dado que los cambios en el hematocrito se correlacionan con 
modificaciones en el patrôn general de actividad de los peces. Como hemos comentado 
previamente, se ha descrito un incremento en la liberaciôn de eritrocitos desde el bazo, 
que se traduce en un mayor valor hematocrito, tras el aumento de la actividad en distintas 
especies de peces (Pearson y Stevens, 1991; Franklin, 1993; Lowe y Wells, 1997; Press 
y Evensen, 1999). La ausencia de ritmo diario en el numéro de glôbulos rojos y el 
hematocrito durante las estaciones frias, principalmente en invierno, puede ser una 
consecuencia de la disminuciôn de la actividad nocturna de la tenca durante estas 
estaciones frias, probablemente como respuesta al descenso de la temperatura. Sin 
embargo, esta hipôtesis no explica la ritmicidad diaria observada en la concentraciôn de 
hemoglobina en la tenca en invierno. Por el momento no conocemos el significado 
fisiolôgico de estos resultados, y consideramos necesario implicar, a otros factores, como 
el ayuno que experimentan las tencas a bajas temperaturas (Guijarro y cols., 1999), ya 
que se ha demostrado su papel relevante en la reducciôn del numéro de glôbulos rojos, el 
hematocrito y la concentraciôn de hemoglobina en peces (Lim y Klessius, 2003).
1. 2. SERIE BLANCA.
En la tenca el numéro total de glôbulos blancos circulantes muestra marcadas 
variaciones estacionales, con cifras muy superiores en verano respecto a las restantes 
estaciones, y valores minimos en invierno. Con lo que nuestros resultados corroboran 
también para la tenca la marcada estacionalidad del sistema inmune demostrada 
anteriormente para otras especies de peces (Zapata y cols., 1992), y evaluada en 
relaciôn con la funciôn fagocitica (Collazos y cols., 1995b), la proliferaciôn de linfocitos
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inducida por mitôgenos (Collazos y cols., 1996) o la morfometria de ôrganos linfoides 
como el bazo o el pronefros (Alvarez y cols., 1998). Estudios previos han realizado 
recuentos totales y diferenciales de glôbulos blancos circulantes en ciertas estaciones 
(Pedrera y cols., 1992; Collazos y cols., 1998), siendo las cifras de una magnitud similar a 
las presentadas por nosotros.
Entre los numerosos factores que pueden estar influyendo en el numéro de 
leucocitos circulantes, uno de los mâs citados es la calidad del agua. Asi, en la tenca 
coincide el mayor numéro de glôbulos blancos circulantes con el verano, época en que la 
calidad del agua disminuye notablemente, y cuando de hecho mueren mâs tencas tanto 
en sus hâbitats naturales como en condiciones de cultive intensive. Nuestros valores de 
glôbulos blancos seis veces mâs altos en verano que en invierno corroboran la hipôtesis 
de una inmunoestimulaciôn asociada al verano, sugerida previamente para esta especie 
(Collazos y cols., 1995a,b,c). Dos de los factores abiôticos que experimentan una 
marcada estacionalidad, que condiciona la calidad del agua, y pueden estar regulando 
estos cambios estacionales del sistema inmune son la temperatura y el fotoperiodo. Un 
efecto positivo del incremento de la temperatura sobre el numéro total de leucocitos 
circulantes ha sido descrito previamente en numerosas especies de peces (O. mykiss, 
Houston y cols., 1996; Morone chrysops x M. saxatilis, Hrubec y cols., 1997; T. thymallus, 
S. trutta y C. nasus, Luskova, 1997; D. labrax, Kavadias y cols., 2004), habiéndose 
documentado ampliamente una acciôn reguladora clave de este factor ambiental sobre la 
respuesta inmune en la tenca (Collazos y cols., 1994c; 1995a,c). La disminuciôn drâstica 
del numéro total de leucocitos circulantes en el invierno en la tenca puede estar 
relacionada con las bajas temperaturas, habiéndose demostrado el potente efecto de 
este factor ambiental sobre la respuesta inmune, tanto especifica como inespecifica, en 
esta especie (Collazos y cols., 1994a,c, 1995c) y en otros teleôsteos (Alcorn y cols., 
2002). No obstante, no podemos ignorar que otros factores ambientales también pueden 
estar determinando la disminuciôn del numéro de glôbulos blancos en los meses frios, 
como por ejemplo el ayuno. Estudios realizados por Mahajan y Dheer (1983) y 
posteriormente por Lim y Klesius (2003) han puesto de manifiesto una disminuciôn del 
numéro de leucocitos como consecuencia del ayuno. Ademâs, la ausencia de 
alimentaciôn provoca la desapariciôn de leucocitos inmaduros, lo que podria explicar el 
descenso en el numéro de leucocitos maduros registrado tras un periodo de ayuno y 
podria poner de manifiesto la incapacidad de los peces para producir nuevas células 
sanguineas en estas condiciones. El hecho de que la tenca en invierno no se alimente de 
forma natural (Guijarro y cols., 1999) apoya este papel regulador del ayuno sobre el 
sistema inmune.
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Teniendo en cuenta que los leuœcitos constituyen la primera Imea de defensa 
inespecifica en los peces, el perfil anual similar en ambos sexos seguido por el recuento 
total de leucocitos es esperable, y coincide con resultados previos en esta misma especie 
(Svoboda y cols., 2001). Sin embargo, hemos observado cambios anuales significatives 
en el porcentaje de linfocitos y monocitos en las hembras, y de trombocitos y monocitos 
en los machos. En otras especies también se han encontrado diferencias entre sexos en 
las variaciones anuales de los distintos tipos de leucocitos. Asi, en S. maxillosus, los 
machos no muestran variaciones en el recuento diferencial a lo largo del ciclo 
reproductor, mientras que en las hembras se observan cambios estacionales en el 
porcentaje de linfocitos, neutrôfilos, monocitos y eosinôfilos (Ranzani-Paiva y cols., 2003). 
Por lo tanto, a partir de estos datos se puede sugerir que algunas de estas variaciones 
anuales en determinados subtipos celulares pueden estar relacionadas con el ciclo 
reproductor. En las tencas hembras hemos observado un incremento en el porcentaje de 
linfocitos después de la freza (en verano), de acuerdo con los datos de hembras maduras 
de S. maxillosus, que presentan un aumento en el porcentaje de este tipo celular 
(Ranzani-Paiva y cols., 2003). Sin embargo, en S. trutta se observa una reducciôn en el 
porcentaje de linfocitos en ambos sexos durante la madurez sexual (Pickering, 1986), que 
es justificada por este autor mediante la correlaciôn del descenso del porcentaje de 
linfocitos con el incremento de la actividad interrenal y, por tanto, de los niveles 
plasmaticos de cortisol, como consecuencia del estrés causado por la freza.
A pesar de la abondante informaciôn existente sobre la funciôn inmune en los 
peces, no existe informaciôn previa relativa a las posibles variaciones diarias. En la tenca 
el numéro de glôbulos blancos varia de forma significativa a lo largo del dia en primavera 
e invierno siguiendo ritmos con distintas acrofases en ambas estaciones. En la 
sincronizaciôn de los ritmos diarios de diferentes paramétrés fisiolôgicos intervienen, 
principalmente el fotoperiodo, la temperatura y la alimentaciôn (Refinetti, 2000), 
habiéndose descrito la influencia notable que ejercen estos factores sobre el numéro total 
de leucocitos circulantes (Langston y cols., 2002; Melingen y cols., 2002; Leonardi y 
Klempau, 2003; Lim y Klessius, 2003). Puesto que estos “zeitgebers” experimentan 
marcadas variaciones a lo largo del aho, cabe esperar que la respuesta del sistema 
circadiano de los peces a estas sehales exôgenas pueda variar dependiendo de la 
estaciôn, lo que justificaria los distintos perfiles del ritmo diario de leucocitos en distintas 
estaciones. Hay otros factores que también pueden estar implicados. Por ejemplo, el 
estrés, en general, y concretamente el estrés fîsico causado por la manipulaciôn, afecta 
al sistema inmune de los peces (Yada y Nakanishi, 2002), habiéndose observado que la 
respuesta de los glôbulos blancos al estrés por manipulaciôn varia con las estaciones
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(Hofer y cols., 2000). Ademâs, el comportamiento de cortejo y el desove que se producen 
durante la primavera implican en cierto modo una situaciôn de estrés, que podria estar 
afectando también al perfil del ritmo diario.
Cuando analizamos las variaciones diarias en las distintas poblaciones de 
leucocitos encontramos diferentes perfiles dependiendo de la estaciôn y del tipo de 
leucocito, siendo los monocitos, los que a pesar de su reducida presencia, exhiben ritmos 
diarios significativos en otoho e invierno. En este sentido se ha sugerido que las distintas 
poblaciones de glôbulos blancos en la trucha arcoiris muestran una sensibilidad diferente 
al estrés y a factores ambientales, como el fotoperiodo (Leonardi y Klempau, 2003). En la 
tenca, los granulocitos y los monocitos, principales poblaciones celulares responsables 
de la funciôn fagocitica y con una vida media mâs corta que el resto de leucocitos, son 
los que muestran ritmos dia/noche significativos, principalmente en otoho e invierno, con 
valores muy inferiores durante la fase oscura del fotociclo diario. Con los datos 
disponibles, aunque puede resultar especulativo, es atractivo plantear una posible 
relaciôn entre ritmicidad de melatonina y ritmicidad del sistema inmune. Por un lado 
existen datos que apoyan un papel modulador de la melatonina sobre distintas etapas del 
proceso fagocitico en homeotermos (Rodriguez y cols., 1998, 2001; Barriga y cols., 
2001), por otro la estacionalidad del ritmo de MEL en la tenca (con ritmos robustes 
durante el verano) puede contribuir a explicar, al menos en parte, la estacionalidad del 
sistema inmune en esta especie, con una marcada inmunoestimulaciôn a temperaturas 
altas (Collazos y cols., 1995a).
2. VARIACIONES DIARIAS Y ESTACIONALES EN LA BlOQUIMICA 
PLASMÂTICA Y LAS RESERVAS METABOLIC AS EN Tinca tinca.
En las regiones templadas los peces estân sujetos a ciclos estacionales durante los 
cuales periodos de alimentaciôn y crecimiento, a temperaturas relativamente elevadas, se 
alternan con periodos de ayuno a bajas temperaturas, dinâmica estacional que impone un 
uso controlado de sus réservas energéticas. Estos ciclos de alimentaciôn/ayuno y las 
variaciones tanto cuantitativas, como cualitativas de la dieta a lo largo del aho se 
traducen en variaciones en los constituyentes corporales de los peces. Asi, los indices de 
condiciôn, las réservas energéticas, las capacidades metabôlicas y la composiciôn 
quimica de los tejidos fluctûan estacionalmente reflejando, principalmente, cambios en la 
actividad alimentaria, la disponibilidad de nutrientes o la maduraciôn sexual (Martinez y 
cols., 1999).
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Las estrategias utilizadas por los peces para sobrevivir a los periodos de ayuno son 
muy variadas y dependen de la historia evolutiva del grupo al que pertenecen. Asi, 
algunas especies, como C. auratus, O. mykiss o G. morhua preservan las réservas de 
glucôgeno mientras movilizan cantidades significativas de lipidos; otras especies como T. 
mossambica y Notopterus notopterus conservan parcialmente las réservas de glucôgeno 
mientras metabolizan cantidades significativas de protefnas. Una estrategia altemativa, 
utilizada por ejemplo por Ophiocephalus maculatus y E. lucius, es la de conserver las 
proteinas y los lipidos y agotar parcialmente los depôsitos de glucôgeno. Finalmente, 
otras especies como P. annectens. Anguilla anguilla (anguila comûn) y Anguilla rostrata 
(anguila americana) parecen conserver los depôsitos de glucôgeno, mientras que 
metabolizan los almacenes lipidicos y/o proteicos. Incluso, se ha observado que una 
misma especie puede desarrollar diferentes respuestas dependiendo de la duraciôn del 
periodo de ayuno, por ejemplo 0. kisutch moviliza parcialmente las réservas hepaticas de 
glucôgeno a corto plazo, mientras que a largo plazo moviliza los lipidos y las proteinas 
(Sheridan y Mommsen, 1991). Finalmente, una estrategia adaptativa, utilizada por la 
perça, es reducir el métabolisme al mâximo hasta que aumenta de nuevo la disponibilidad 
de alimente (Foster y Moon, 1991).
Aunque existen numerosos trabajos que analizan el efecto de diferentes dietas 
sobre el crecimiento, la composiciôn corporal y la utilizaciôn de energia por los peces, en 
general disponemos de mucha menos informaciôn relativa a las variaciones diarias y 
estacionales de las distintas réservas metabôlicas. En el présente estudio se describen 
por primera vez importantes cambios estacionales en el contenido hepâtico y muscular de 
proteinas, lipidos y glucôgeno, asi como en la bioquimica plasmatica de la tenca.
2.1. INDICES BIOMÉTRICOS.
El indice nutricional (IN) en la poblaciôn de tencas utilizadas por nosotros muestra 
variaciones anuales significativas, con los valores mas elevados en primavera, 
coincidiendo con el mayor incremento del GSI debido a la maduraciôn gonadal durante la 
época que precede a la freza. El IN de los peces esta afectado por numerosos factores 
que varian de forma muy marcada a lo largo del aho, como son la temperatura, el 
fotoperiodo, la nutriciôn, el estado reproductor y las interacciones sociales (Seddon y 
Prosser, 1997).
El hecho de que los HSI y GSI en la tenca (ambos mayores en las hembras que en 
los machos) muestren perfiles anuales inversos concuerda con la utilizaciôn de las 
réservas hepaticas para el desarrollo gonadal (Pinillos y cols., 2003). Se han descrito
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resultados similares en Sebastes flavidus (Norton y MacFarlane, 1999) y en la Perça 
flavescens (Audet y Couture, 2003) y la trucha arcoiris (Bon y cols., 1997). En la tenca, el 
higado va incrementando su masa de forma progresiva desde el periodo posterior a la 
freza, época en la que se produce un importante incremento en la ingesta, hasta alcanzar 
el méximo en invierno, patron similar al descrito para Salvelinus alpinus (Jobling y cols.,
1998). También en la Iota se han descrito variaciones en el HSI a lo largo del ciclo 
reproductor, con los valores mâs elevados antes de la freza y los mâs bajos después de 
ésta (Mustonen y cols., 2002a,b).
Ademâs de las variaciones anuales en el HSI hemos observado modificaciones 
estacionales en la composiciôn del higado, concretamente la cantidad de glucôgeno y 
proteinas es superior en otoho e invierno. Esta diferente composiciôn del higado en 
funciôn de las estaciones puede responder, ademâs de a una distinta cantidad de 
alimente ingerido, a variaciones anuales en las presas que constituyen la dieta, ya que se 
ha demostrado que experimentalmente en el laboratorio se pueden lograr cambios en la 
composiciôn del higado de la tenca modificando la dieta (De Pedro y cols., 2001b). No 
hemos encontrado diferencias sexuales en dichas variaciones estacionales en la 
composiciôn del higado, si bien son mâs pronunciadas en las hembras, lo que puede 
justificarse, al menos en parte, por la producciôn hepâtica de vitelogeninas, como se ha 
sugerido en el caso de O. mykiss (Bon y cols., 1997) y confirma el bien conocido pape! de 
este ôrgano en la vitelogénesis. El higado de las hembras comienza la sintesis de 
proteinas varies meses antes de la maduraciôn final del ovario que, en la tenca, tiene 
lugar al final de la primavera (Pinillos y cols., 2003). Los elevados niveles circulantes de 
proteinas en esta época del aho en las tencas hembra corroboran esta propuesta.
Los cambios estacionales observados en el présente estudio en el HSI podrian 
estar relacionados, ademâs de con la reproducciôn, con el estado nutricional. En alevines 
de tenca (De Pedro y cols., 2003) y en O. kisutch (Sheridan y Mommsen, 1991) el ayuno 
reduce dicho indice y la realimentaciôn restablece los valores normales del peso del 
higado. También en D. labrax se ha descrito una reducciôn en el HSI, ademâs de en los 
indices gonadosomâtico y digestosomâtico, tras periodos de ayuno prolongados 
(Echeverria y cols., 1997). En estas condiciones de ayuno, el descenso en el HSI va 
acompahado de una reducciôn en el contenido hepâtico de glucôgeno (Foster y Moon, 
1991; Navarro y cols., 1992), lipidos (Woo y Cheung, 1981; Black y Skinner, 1987) o 
ambos (Hemre y cols., 1993).
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2.2. PROTEINAS.
La concentraciôn plasmatica de proteinas totales es un paramétré muy util para la 
evaluaciôn del estado nutricional y de salud general de los peces (Rehulka, 1996, 1998). 
Las concentraciones circulantes de proteinas encontradas en el présente trabajo son 
similares a las descritas para esta misma especie por Svoboda y colaboradores (2001), 
que ademâs describen diferencias sexuales en dichas concentraciones, con niveles mâs 
altos en las hembras que en los machos dos meses antes de la reproducciôn, 
coincidiendo con lo encontrado en la présente Memoria. Como en nuestro caso, estos 
mismos autores (Svobodobâ y cols., 1998) no hallaron dimorfismo sexual en las proteinas 
plasmâticas en la tenca inmediatamente antes de la reproducciôn, situaciôn similar a la 
descrita en E. lucius (Pravda y cols., 1989). Por tanto, la existencia o no de dimorfismo 
sexual en este parâmetro parece depender del momento del ciclo reproductor. No en 
todas las especies se ha observado una respuesta similar, por ejemplo en S. salar y C. 
nasu no parece haber diferencias sexuales en los niveles circulantes de proteinas totales 
(Luskova, 1997, 1998). No obstante, hay que tener en cuenta que posibles diferencias 
sexuales en las concentraciones plasmâticas de proteinas en los peces pueden quedar 
enmascaradas por factores como la variaciôn estacional en la intensidad del metabolismo 
(Luskova, 1998; Edsall, 1999), el estado nutricional (Pravda y cols., 1989) o el estado de 
salud del pez (Rehulka, 1998). Por otro lado, aunque las tencas macho no experimentan 
cambios significativos estacionales en las proteinas totales circulantes, las hembras 
muestran.valores mâs altos en invierno que en verano. Dicho incremento invemal de las 
proteinas plasmâticas en las hembras (estaciôn en que las tencas no se alimentan) 
podria deberse al aumento de la sintesis hepâtica de proteinas, principalmente 
vitelogeninas que desde la circulaciôn serân posteriormente incorporadas a las gônadas, 
contribuyendo al crecimiento de los ovocitos.
Como ya hemos comentado anteriormente un factor clave que détermina a la 
proteinemia en ciertos peces es la ingestiôn de alimente (Luskova, 1997). El ayuno 
reduce las proteinas circulantes, si bien la duraciôn del periodo de ayuno necesaria para 
observar dicha disminuciôn es variable dependiendo de la especie (Shimeno, 1982; 
Heming y Paleczny, 1989). En general, este efecto es mucho mâs râpido en especies 
mâs activas, como S. trutta o S. canicula, mientras que en especies menos activas, como 
C. carpio o A. anguilla el periodo de ayuno necesario para inducir estos cambios es mâs 
largo. En D. labrax los niveles plasmâticos de proteinas totales no varian durante los 40 
primeros dias de ayuno, disminuyendo bruscamente para alcanzar el minime a los 50 
dias, momento a partir del cual vuelven a aumentar, lo que sugiere su papel como 
proteinas de réserva (Echeverria y cols., 1997). Segûn estos autores, el hecho de que a
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los 50 dias de ayuno las proteinas plasmâticas se reduzcan y las réservas de grasa estén 
prâcticamente agotadas, promueve la movilizaciôn de proteinas tisulares, cuyos 
aminoâcidos podrian ser usados como fuente de energia y para la sintesis hepâtica de 
nuevas proteinas plasmâticas. Esta sintesis hepâtica de proteinas podria explicar el 
incremento que observaron estos autores en los niveles de proteinas plasmâticas tras 50 
dias de ayuno, aunque tampoco descartan la posibiiidad de que se deba a la 
hemoconcentraciôn producida como consecuencia de la menor capacidad 
osmorreguladora que se da en estas condiciones de ayuno prolongado.
No obstante, algunos autores han sugerido que los cambios ciclicos en las 
proteinas sanguineas son resultado de las reacciones “histôricas” de los peces a los 
récurrentes cambios estacionales del ambiente, de forma que se producirian 
independientemente de la disponibilidad de alimente. La temperatura del agua es otro de 
los factores que pueden influir sobre la proteinemia. Asi, en Chrysophrys major la 
concentraciôn plasmâtica de proteinas se reduce notablemente a temperatura elevada, 
mientras que a temperatura baja permanecen constante (Woo y Murât, 1981). Por el 
contrario, en otras especies como D. labrax, la proteinemia no se modifica con los 
cambios en la temperatura del agua (Kavadias y cols., 2004).
El patrôn estacional observado en el contenido de proteinas totales es netamente 
diferente en el higado y el mùsculo de la tenca, probablemente debido a las distintas 
funciones metabôlicas de ambos tejidos y a una distinta regulaciôn del recambio proteico. 
En general la tasa de sintesis proteica es 10-20 veces mayor en el higado que en el 
mùsculo blanco, pero la eficiencia en la acumulaciôn de proteinas es menor (Peragôn y 
cols., 1994). En el higado la tasa de recambio proteico estâ controlada principalmente por 
la temperatura, el oxigeno disponible y la salinidad; en cambio en el mùsculo la sintesis 
de proteinas se correlaciona fundamentalmente con la alimentaciôn (Fauconneau, 1985; 
Peragôn y cols., 1994), incrementândose con mayores raciones de alimente y mostrando 
la mayor contribuciôn a la pérdida de proteinas durante el ayuno (Houlihan y Laurent, 
1987).
Este mayor recambio proteico asociado al mantenimiento de las funciones 
orgânicas frente al crecimiento en el higado es mâs notable en situaciones de estrés 
nutricional, en las que algunas hormonas parecen estar mediando determinadas 
respuestas dirigidas al mantenimiento del metabolismo proteico hepâtico, especialmente 
hacia la sintesis de proteinas plasmâticas, en detrimento del crecimiento muscular. Esta 
regulaciôn diferencial de las tasas de recambio proteico podria explicar el mayor 
contenido de proteinas del mùsculo ventral de la tenca durante el verano, cuando la
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comida es abundante, mientras que en el higado los valores mâs elevados se observan 
en las estaciones frias. Las proteinas musculares podrian ser movilizadas para satisfacer 
los requerimientos energéticos durante el invierno, cuando la disponibilidad de alimente 
es limitada. Esta hipôtesis que se ajusta a nuestros resultados en la tenca ha sido 
sugerida por Arévalo y Durân (1988) para la trucha comùn {Salmo trutta fario), en la que 
también se describen variaciones estacionales en el contenido de proteinas musculares, 
paralelas a las variaciones en el contenido de lipidos, aunque cuantitativamente menos 
acusadas, con valores minimos en enero y maximos en agosto. En S. salar, Nordgarden 
y colaboradores (2003) encuentran variaciones estacionales en el contenido muscular de 
proteinas, de forma que el agotamiento de las proteinas musculares coincide con 
periodos en los que la tasa de crecimiento es alta y, por tanto, el gasto energético es 
elevado. Berg y Bremset (1998) describen también en el salmôn atlântico y en la trucha 
comûn una reducciôn en el contenido de proteinas (en el pez complete) inmediatamente 
después de la freza, coincidiendo con el descenso de la temperatura del agua.
Se ha propuesto que un incremento de la temperatura del agua provoca un mayor 
uso de los aminoâcidos con fines energéticos y una disminuciôn selective de la 
digestibilidad de éstos, lo que conduce a un desequilibrio en el conjunto de aminoâcidos 
destinados a la sintesis de proteinas. Esta situaciôn permite que una gran parte de los 
aminoâcidos no pasen a formar parte de las proteinas y sean transformados en âcidos 
grasos y consecuentemente en triglicéridos (Martinez y cols., 1992). Nuestros resultados 
concuerdan con esta propuesta del efecto de la temperatura alta sobre la utilizaciôn de 
los aminoâcidos dietarios, apoyândonos en el incremento de los triglicéridos plasmâticos 
en machos de tenca durante el verano y el elevado contenido de lipidos tanto en el 
higado como en los dos tipos de mùsculo. Martinez y colaboradores (1992) también 
sugieren para O. mykiss que en estas condiciones los aminoâcidos no se utilizan para la 
sintesis de proteinas sino para incrementar el peso corporal gracias a un aumento de la 
sintesis de grasa a partir de estos aminoâcidos dietarios.
Los cambios estacionales en el contenido proteico muscular se han relacionado con 
la alimentaciôn. En G. morhua las proteinas (sarcoplâsmicas, estructurales y totales) en 
el mùsculo blanco aumentan desde verano hasta invierno (Martinez y cols , 1999), 
coincidiendo con una variaciôn estacional paralela en la disponibilidad del alimente, 
elevada desde verano hasta finales de otoho, momento a partir del cual comienza a 
disminuir (Foster y cols., 1993b). También en la tenca encontramos un aumento 
progresivo desde el verano (abundancia de alimente) hasta el invierno en el contenido de 
proteinas del mùsculo dorsal. De forma complementaria, se ha sugerido que en D. labrax,
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ante una situaciôn de ayuno, se produce una primera fase en la que se movilizan las 
réservas grasas sin que se vea afectada la composiciôn del musculo bianco, pero en una 
segunda fase del ayuno, cuando las grasas ya estân agotadas, se compromete la 
composiciôn del musculo bianco (Echevarria y cols. 1997). Esta ausencia de cambios en 
la composiciôn del musculo bianco en D. labrax durante las primeras fases del ayuno ha 
sido descrita también por Gutierrez y colaboradores (1991). No obstante, hay que tener 
présente que los peces en ayuno pueden regular a la baja su metabolismo y conservar 
sus sustratos entrando en una situaciôn hipometabôlica (Foster y Moon, 1991).
En cuanto a las posibles variaciones diarias del contenido de proteinas del higado y 
del musculo dorsal no encontramos en la tenca cambios significativos a lo largo del dia 
en ninguna de las estaciones del aho. Si bien el mûsculo ventral muestra un ritmo diario 
de proteinas totales tanto en primavera como en inviemo, con la acrofase al inicio de la 
fase luminosa y al final de la escotofase, respectivamente. En la tenca, las proteinas 
plasmaticas son muy astables, no mostrando variaciones diarias significativas. Este 
resultado coincide con la ausencia de ritmicidad en las proteinas totales de la lubina y la 
dorada (Pavlidis y cols., 1997). Por lo tanto, sugerimos que este paramétré puede ser 
utilizado como una herramienta util para el anàlisis del estado fisiolôgico general en la 
tenca.
2.3. ÜPIDOS.
La principal fuente de energia en los peces son los lipidos, que muestran los 
cambios anuales mas acusados de la composiciôn corporal. Los teleôsteos poseen varies 
sitios de almacenamiento de lipidos, siendo los principales el higado, la grasa perivisceral 
y el mûsculo rojo. La relevancia de cada une de estes almacenes lipidicos varia en 
funciôn de distintos factores, como la especie, el tamaho del pez (Hemre y Sandnes,
1999), el estado de desarrollo (Sheridan, 1989) y los cambios ciclicos en funciones 
vitales, como la reproducciôn. Las tencas apenas almacenan grasa perivisceral, siendo el 
mûsculo ventral une de los principales lugares de réserva de lipidos, ya que contiene 
aproximadamente 20 veces mâs lipidos que el mûsculo dorsal o el propio higado. 
También en S. alpinus se ha senalado al mûsculo esquelético como el principal depôsito 
de lipidos (Jorgensen y cols., 1997; Jobling y cols, 1998).
Los depôsitos lipidicos del mûsculo ventral de la tenca experimentan importantes 
cambios anuales, con valores elevados en primavera y verano y muy bajos durante el 
invierno. Estos resultados coinciden con las variaciones en el contenido muscular de 
grasa descritas en la trucha comûn (S. trutta fario) (Arévalo y Durân, 1988) y en el pez
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limon {Sebastes flavidus) (Norton y MacFariane, 1999), pero difieren con el salmon 
atlantico, donde el contenido muscular de grasa es mayor en otono (M0rk0re y R0rvik,
2001). Estudios recientes muestran la influencia del fotoperiodo en la regulaciôn de la 
retenciôn muscular de lipidos en el salmon atlantico, afectando no solo al contenido 
medio sino también al patron estacional (Nordgarden y cols, 2003). En la tenca 
observâmes que el agotamiento de los lipidos del mûsculo ventral coincide con el période 
inmediatamente posterior a la freza. Ademâs, la correlaciôn inversa anual encontrada 
entre el contenido de lipidos del mûsculo ventral y el HSI, nos lleva a proponer que los 
lipidos musculares probablemente hayan sido movilizados hacia el higado para su 
utilizaciôn ante la demanda energética que supone el période de freza. Nuestros 
resultados en la tenca concuerdan con los descritos en otras especies de teleôsteos en 
las que durante la maduraciôn gonadal se produce una movilizaciôn lipidica desde los 
tejidos de réserva (Black y cols., 1983; Nassour y Léger, 1989).
Es obvie que el crecimiento y maduraciôn gonadales représenta un reto importante 
para la homeostasis lipidica, ya que requiere el aporte de distintos constituyentes, 
fosfolipidos para el desarrollo de las membranas, colesterol como sustrato para la 
producciôn de los esteroides sexuales, y lipidos cuyos acides grasos esenciales son 
almacenados en los ovocitos (Loir, 1990). Los salmônidos son une de los grupos de 
teleôsteos mejor estudiados, habiéndose descrito en estos peces durante la maduraciôn 
gonadal una movilizaciôn selectiva de los depôsitos de lipidos almacenados en el tejido 
adipose perivisceral (Nassour y Lerger, 1989) y en el mûsculo (Pheger y cols, 1989). En 
Oncorhynchus keta se produce un importante agotamiento de las réservas de triglicéridos 
durante la migraciôn reproductora (Henderson y Tocher, 1987), los triglicéridos 
almacenados en el mûsculo son utilizados como fuente de energia, mientras que su 
biosintesis hepàtica cesa (Ando y cols., 1996). Ademas, durante la migraciôn 
reproductora se produce un cambio en la composiciôn de los triglicéridos del mûsculo 
dorsal, debido a una movilizaciôn preferencial de ciertos triglicéridos, lo que sugiere que 
la utilizaciôn del depôsito de triaciigliceroles varia en funciôn de la estmctura 
esteroespecifica de los mismos (Ando y cols., 1996).
La movilizaciôn de los almacenes lipidicos en los peces parece tener una doble 
finalidad, por un lado, y como acabamos de plantear, aportar los sustratos energéticos 
necesarios para la recrudescencia gonadal, y por otro, satisfacer las demandas 
metabôlicas durante las estaciones frias, en las que se reduce notablemente la 
disponibilidad de alimente (Jobling y cols., 1998, Hutchings y cols., 1999). Asi, se han 
relacionado cambios estacionales en las réservas lipidicas con las situaciones de ayuno
193
V. DISCUSIÔN
que se producen en condiciones naturales. Tras largos periodos de ayuno los peces 
muestran hiperlipidemia, concomitante a una actividad lipolitica (niveles de triaciiglicerol 
lipasa) elevada en el higado, si bien este incremento se revierte después de 1 semana de 
realimentaciôn (Sheridan y Mommsen, 1991). En O. kisutch, durante las primeras fases 
de ayuno, se produce la movilizaciôn parcial del glucôgeno hepàtico, lo que se traduce en 
una hiperglucemia. En fases avanzadas de ayuno cesa la movilizaciôn de los depôsitos 
de glucôgeno del higado, conservàndose una glucemia similar a la de salmones 
alimentados, y se movilizan las grasas, aumentando los niveles de acidos grasos 
circulantes. Harmon y Sheridan (1992) han sugerido que los niveles plasméticos de 
insulina, glucagôn y el péptido similar al glucagôn disminuyen durante el ayuno, siendo 
esta disminuciôn mucho mas marcada en el caso de la insulina, lo que détermina que el 
cociente insulina/glucagôn disminuya, favoreciéndose asi la lipôlisis.
Los niveles circulantes de lipidos y lipoprotéines vienen determinados ademâs de 
por factores dietaries, por numerosos factores ambientales que pueden producir cambios 
estacionales significativos (Grundy y Denke, 1990; Wallaert y Babin, 1994). Los 
triglicéridos encontrados en la tenca, aùn a pesar de las diferencias entre sexos, son 
menores a los descritos en otras especies de teleôsteos como la trucha arcoiris (Bon y 
cols., 1997). Ademâs, muestran una notable variaciôn estacional, con niveles plasmâticos 
elevados durante el verano y minimos en el invierno. Esta diferencia estacional se 
correlaciona de forma negativa con el HSI en ambos sexos y con el GSI en las hembras, 
confirmando la interacciôn funcional entre higado-reservas-gônadas discutida con 
anterioridad. El aumento de la ingesta tras la freza, cuando hay abundancia de alimente 
disponible, justifica esta recuperaciôn de los triglicéridos circulantes durante el verano. En 
la trucha arcoiris. Bon y colaboradores (1997) también describen una movilizaciôn de las 
réservas de grasa mesentérica para satisfacer los costes energéticos del desarrollo 
gonadal, acompahado de un descenso en el indice viscerosomâtico unos meses antes de 
la época de freza (Schwalme y cols., 1993). Este descenso coincide con un aumento en 
el GSI, de modo que aunque la mayor parte de los triglicéridos estân siendo utilizados 
como fuente de energia, una parte sustancial de éstos se dirige hacia el higado para la 
sintesis de lipoprotéines que serân incorporadas por el ovario en desarrollo dada la gran 
demanda de âcidos grasos durante la recrudescencia gonadal (MacFariane y cols., 
1993). Ademâs, Svoboda y colaboradores (2001) sugieren que en la tenca durante el 
verano se incrementa la tasa metabôlica, y por tanto las necesidades energéticas. El 
aumento en los triglicéridos circulantes que hemos observado en nuestro estudio en esta 
época del ano podria también estar asociado con las elevadas temperaturas de esta 
estaciôn.
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Los niveles plasméticos de colesterol en la tenca, que oscilan entra 50 y 125 mg/dl, 
también son inferiores a los encontrados en la trucha arcoiris (250-550 mg/dl) (Bon y 
cols., 1997), y muestran diferencias sexuales ûnicamente después de la reproducciôn, 
coincidiendo con los resultados de Svoboda y colaboradores (2001) en esta misma 
especie. Este dimorfismo sexual es fâcilmente justificable en base a la mayor demanda 
de lipidos, tanto triglicéridos como colesterol, necesarios para la maduraciôn gonadal en 
las hembras.
De forma similar a lo discutido para los triglicéridos, la correlaciôn negativa 
existante entre el colesterol circulante y el HSI induce a pensar que el incremento en este 
indice podria realizarse a costa, al menos en parte, de los triglicéridos y el colesterol 
circulantes. La disminuciôn en el colesterol plasmatico en invierno también puede 
justificarse en base a su utilizaciôn como sustrato de la biosintesis de esteroides, 
principalmente de 17-p-estradiol, que muestra un pronunciado perfil estacional en esta 
especie (Pinillos y cols., 2003). Ademas, el descenso del colesterol puede también 
deberse a la utilizaciôn de este tipo de lipidos para la formaciôn de las membranas 
celulares que se realize a tasas elevadas durante los ültimos estados de la maduraciôn 
gonadal (Dannevig y Norum, 1982). En la tenca hemos observado un ligero incremento, 
no significativo, en los niveles plasméticos de colesterol tras la freza. Algunos autores 
(White y cols., 1986; Bon y cols., 1997) sugieren que este ligero incremento posterior a la 
freza podria estar reflejando la reabsorciôn gonadal que se produce de aquellos ovocitos 
que no han sido liberados y permanecen en el ovario en forma atrésica (Pinillos y cols., 
2003). Ademés, también concuerda con la movilizaciôn lipidica observada en otoho tanto 
desde el higado (principalmente en las hembras) como desde el mûsculo.
Finalmente, hay que indicar que en la regulaciôn del colesterol circulante 
intervienen otros factores, tanto propios del animal (edad, sexo) como ambientales 
(fotoperiodo, temperature, estado nutricional) (Babin y Vernier, 1989; Wallaert y Babin, 
1994; Echeverria y cols., 1997). En la tenca, por ejemplo el indice nutricional esta 
claramente correlacionado de forma positiva con el colesterol circulante, revelando que el 
estado nutricional determine la colesterolemia en esta especie.
Las concentraciones circulantes de triglicéridos siguen un ritmo diario en la tenca 
que, como en el caso de la glucose, sôlo es significativo en invierno, con los valores mas 
elevados al inicio de la escotofase y desplazado 5 horas respecte al ritmo de glucose. En 
pargos mantenidos en condiciones de oscuridad constante los niveles circulantes de 
triglicéridos y colesterol muestran un ritmo diario invertido al ritmo de actividad, y que 
sugiere que la lipôlisis en esta especie présenta una ritmicidad diaria con mâximos
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durante la noche (Pavlidis y cols., 1999a). En otras especies con patrones de 
alimentaciôn diurnos, incluyendo humanos, se han registrado resultados similares para 
las concentraciones plasmaticas de âcidos grasos no esterificados (Boujard y 
Leatheriand, 1992a). Los perfiles similares de los ritmos diarios de triglicéridos y glucosa 
(discutidos mâs adelante) en la tenca sugieren que las respuestas de los sistemas 
circadianos a los cambios estacionales en relaciôn al metabolismo lipîdico y de 
carbohidratos son similares en esta especie. Finalmente, queremos ahadir que se ha 
descrito la existencia de ritmos semilunares para los triglicéridos y el colesterol circulante 
en peces (Leatheriand y cols., 1992), que afectan de forma diferente a ambos tipos de 
lipidos (el mâximo de triglicéridos se produce 4-5 dias después, y el de colesterol 4-5 dias 
antes, de las fases de luna nueva y luna llena). En nuestro estudio no tuvimos en cuenta 
las fases dé la luna por lo que no podemos hacer comparaciones. Obviamente, este 
interesante aspecto necesita ser invetigado en profundidad a fin de conocer la 
importancia del ciclo lunar como zeitgeber en la expresiôn de los ritmos diarios y 
estacionales del metabolismo lipidico.
2.4. CARBOHIDRATOS.
En comparaciôn con lo que sucede en los mamiferos, la utilizaciôn de los hidratos 
de carbono por los peces es un proceso muy déficiente y, de hecho, la contribuciôn de los 
carbohidratos a la masa corporal y a las réservas energéticas en estos vertebrados es 
minoritaria en comparaciôn con la contribuciôn de los otros dos tipos de macronutrientes. 
Sin embargo, los carbohidratos procédantes de la dieta que no son usados como fuente 
energética se pueden almacenar en el higado y en el mûsculo en forma de glucôgeno o, 
tras su conversiôn, en forma de lipidos (Brauge y cols., 1994). Ante una demanda 
energética, por ejemplo para la contracciôn muscular, el glucôgeno es metabolizado en 
glucosa, que es transportada en el torrente sanguineo hasta el mûsculo, donde puede ser 
utilizada, o bien almacenada de nuevo en forma de glucôgeno.
En algunas especies de teleôsteos, como O. mykiss, los carbohidratos son la 
primera réserva utilizable durante periodos de ayuno, de forma que, ante cortos periodos 
de ayuno (airededor de una semana de duraciôn), la glucemia se conserva gracias a la 
movilizaciôn del glucôgeno hepâtico. No obstante, las réservas de glucôgeno son 
limitadas, y si el periodo de ayuno se prolonge (mâs de très semanas) acaban por 
reducirse los niveles de glucosa circulantes (Tranulis y cols., 1991), a menos que se 
produzca un incremento compensatorio de la gluconeogénesis dirigida a mantener la 
glucemia (Baanante y cols., 1991; Sheridan y Mommsen, 1991). En la tenca, el higado 
parece ser un importante ôrgano de réserva de glucôgeno, y exhibe notables cambios
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estacionales en ambos sexos. Las réservas de glucôgeno hepatico en la tenca se agotan 
durante el invierno y se reponen en verano, muy probablemente gracias a la elevada 
disponibilidad de alimente en esta época del ano. Este planteamiento se apoya en 
resultados previos obtenidos en tenca, en los que encontramos una reducciôn del 
contenido de glucôgeno hepâtico producida por el ayuno, que se revierte parcialmente 
tras la realimentaciôn (De Pedro y cols., 2003). También en O. kisutch (Sheridan y 
Mommsen, 1991) y en S. imita (Navarro y cols., 1992) disminuye el glucôgeno hepâtico 
al someter a los peces a condiciones de ayuno. Una sintesis râpida de glucôgeno 
hepâtico como respuesta a la realimentaciôn y una recuperaciôn de los niveles 
plasmâticos de glucosa también se han demostrado en otros teleôsteos (Garcia de Frutos 
y cols., 1991; Navarro y cols., 1992).
Desde un punto de vista cuantitativo, la réserva de glucôgeno en el higado de la 
tenca es muy superior a la réserva muscular, aùn a pesar de que el mûsculo dorsal 
contiene aproximadamente 10 veces mâs glucôgeno que el ventral. En la actualidad 
ignorâmes la utilizaciôn que realize la tenca de estas reserves de glucôgeno muscular, y 
el significado del distinto perfil estacional de este carbohidrato en ambos tipos de 
mûsculo, pero résulta interesante comparer la diferente contribuciôn de cada uno de los 
dos tipos de mûsculo a las réservas metabôlicas en esta especie. Asi, mientras que el 
mûsculo dorsal, ademâs de proteinas almacena importantes cantidades de glucôgeno, el 
mûsculo ventral es almacén principal de lipidos. La tesis de que el mûsculo es un tejido 
postmitôtico que no contribuye de forma significativa al metabolismo energético no puede 
ser aplicada a los peces, ya que éstos presentan un crecimiento indefinido, una râpida 
movilizaciôn de proteinas musculares y una cantidad de mûsculo relativamente elevada. 
Ademâs, aunque la tasa de sintesis proteica en el mûsculo blanco es minima comparada 
con la del higado, su gran volumen, asi como su alto contenido en proteinas, hacen que 
en conjunto la contribuciôn del mûsculo como réserva proteica sea mayor, 
correlacionândose mejor con la tasa de crecimiento global del pez (Houlihan y Laurent, 
1987).
En relaciôn con la glucemia, las concentraciones médias de glucosa encontradas 
en la tenca en el présente estudio son similares a las descritas para otras especies de 
teleôsteos (Cerdâ-Reverter y cols., 1998), y muestran, en ambos sexos. marcadas 
variaciones anuales. Los niveles plasmâticos de glucosa pueden variar dependiendo de 
mûltiples factores, entre los que el estado nutricional, el estrés de la captura y 
manipulaciôn del animal, posibles estados patolôgicos, la temperatura del agua y la dieta, 
son los mâs investigados.
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En la tenca, el hecho de que la glucosa circulante sea elevada en verano y otoho y 
significativamente menor en primavera e inviemo induce a pensar en una relaciôn de 
dependence de este paramètre y la alimentaciôn estacional en esta especie. La 
respuesta de los peces, en relaciôn con los niveles plasmâticos de glucosa, a periodos de 
ayuno es muy variable dependiendo de la especie (herbivora o carnivora) y del tiempo de 
duraciôn del ayuno. Asi, tras periodos de ayuno prolongados (7 semanas) se ha descrito 
hipoglucemia en perça (Foster y Moon, 1991), trucha (Navarro y cols., 1992), salmôn y 
bacalao (Sundby y cols., 1991). En especies como Anguilla rostrata (Suârez y Mommsen, 
1987) y Clarias lazera (Navarro y Gutierrez, 1995) la glucemia no se modifica después de 
varias semanas de ayuno, sin embargo periodos cortos de ayuno (7 dias) provocan un 
incremento significativo en los niveles plasmâticos de glucosa en O. kisutch, efecto que 
se revierte tras 2 semanas de realimentaciôn (Sheridan y Mommsen, 1991). En otras 
especies, como Rhamdia hilarii (Machado y cols., 1988) la glucosa circulante se reduce al 
50% tras 30 dias de ayuno. En D. labrax sometidos a 10-40 dias de ayuno se produce 
una hipoglucemia moderada (Echeverria y cols., 1997). En este mantenimiento de la 
glucemia durante el ayuno, a corto plazo interviene la movilizaciôn del glucôgeno 
hepâtico, y posteriormente la activaciôn de la gluconeogénesis (De la Higuera y 
Cârdenas, 1984) y la reducciôn de la tasa de utilizaciôn de la glucosa (Moon y Foster, 
1995).
A partir de esta variedad de posibilidades, nuestros datos en la tenca se aproximan 
a los de las especies en las que se produce una hipoglucemia asociada a la reducciôn de 
la ingesta de alimente, y una recuperaciôn en verano, en etapas de una alimentaciôn 
incrementada. Aunque exista un proceso de gluconeogénesis a partir de precursores 
lipidicos durante el invierno no debe ser lo suficientemente importante para compensar el 
efecto de agotamiento de las réservas de carbohidratos. Datos previos realizados por 
nuestro grupo de investigaciôn en alevines de tenca demuestran que tras una semana de 
ayuno se produce una reducciôn importante de la glucemia, del contenido hepâtico de 
glucôgeno, asi como del HSI (De Pedro cols., 2003), lo que parece reflejar una estrategia 
similar a la descrita para periodos de ayuno prolongados, como los que se producen en 
condiciones naturales.
No hemos encontrado diferencias estadisticas en los niveles plasmâticos de 
glucosa entre machos y hembras en ninguna de las estaciones del aho. Esta falta de 
dimorfismo sexual coincide con los resultados de Svoboda y colaboradores (2001) en 
esta misma especie, que no detectan diferencias relacionadas con el sexo ni antes ni 
después de la freza, y también con los resultados descritos para otras especies de peces
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(Bhatnagar y Saksena, 1989; Edsall, 1999). Por lo que la glucemia y el ciclo reproductor 
no parecen tener una clara dependence en estas especies.
Oscilaciones en la concentraciôn de distintos metabolitos circulantes se han 
descrito a lo largo de ciclos de 24 horas en varias especies de teleôsteos (C. auratus, 
Delahunty y cols., 1978; D. labrax, Pérez y cols., 1988; O. mykiss, Laidiey y Leatheriand, 
1988; Holloway y cols., 1994; Cerdà-Reverter y cols., 1998), habiéndose propuesto una 
sincronizaciôn de estos ritmos tanto por la hora de la alimentaciôn como por el ciclo 
luz/oscuridad (Boujard y Leatheriand, 1992b;. Meier, 1992; Spieler, 1992). En el caso 
concreto de la glucosa plasmâtica la mayoha de los estudios muestran incrementos 
rapides de este carbohidrato tras la ingestiôn de alimente, que retoman lentamente a los 
niveles de pre-alimentaciôn, con lo que se acepta que la hora de alimentaciôn actûa 
como un potente “zeitegeber” sincronizando el ritmo diario de glucosa sanguinea.
En la tenca, estudios previos coinciden con este patrôn clasico, un ritmo diario de 
glucosa circulante con la acrofase situada 4 h después de la hora de alimentaciôn 
(y coincidiendo con el mediodia), y un descenso progresivo a partir de ese momento 
(De Pedro y cols., 1998b). Los resultados présentes en la tenca revelan una mayor 
complejidad, ya que el perfil diario de los niveles de glucosa plasmâtica varia con las 
estaciones. Curiosamente, la oscilaciôn diaria es estadisticamente significativa 
ûnicamente durante el invierno, pero no en las restantes estaciones. El hecho de que en 
nuestro diseho experimental las tencas estuvieron expuestas a 24 h de ayuno antes del 
muestreo, podria justificar la pérdida del ritmo diario significativo en primavera, verano y 
otoho, por falta del sincronizador. Sin embargo no explica la ritmicidad diaria de glucosa 
circulante en invierno, estaciôn en que las tencas, aûn teniendo alimente disponible, no lo 
consumen (Guijarro y cols., 1999). La principal diferencia entre el invierno y las restantes 
estaciones se refiere a la duraciôn del ayuno (al menos un mes trente a 24 h), y nos 
induce a pensar que probablemente la supresiôn del "zeitgeber" el dia previo altéré la 
ritmicidad diaria de glucosa circulante, mientras que en el invierno la sincronizaciôn no se 
realizaria, obviamente, por la ingestiôn de alimente, sino por otros parâmetros endôgenos 
relacionados, que fluctûan ritmicamente, como el glucôgeno hepâtico o el muscular 
(resultados en la présente Memoria). En este sentido, se ha demostrado que la 
imposiciôn de un horario de alimentaciôn altera y puede incluse eliminar las fluctuaciones 
diarias de algunos parâmetros fisiolôgicos en los peces, incluyendo la glucemia (Boujard 
y Leatheriand, 1992a). En otras especies, como la lubina (Cerdâ-Reverter y cols., 1998), 
el pargo {Pagrus pagrus) (Pavlidis y cols., 1999a) y el dentôn {Dentex dentex) (Pavlidis y 
cols., 1999b) el ritmo diario de glucosa plasmâtica parece ser independiente del momento
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de la alimentaciôn, y podria ser un reflejo de cambios en la producciôn hepàtica de 
glucosa y/o en la tolerancia a la glucosa. Hay que tener en cuenta que dicha tolerancia 
puede ser resultado de distintos procesos, como una mayor secreciôn de insulina, un 
incremento en el transporte de glucosa no mediado por insulina, y/o una mayor 
disponibilidad y sensibilidad de los receptores de esta hormona. En la tenca el ritmo diario 
del contenido hepâtico de glucôgeno en inviemo tiene la acrofase aproximadamente 2 h 
antes que el ritmo de glucosa, lo que podria estar indicando que la glucemia, al menos 
durante el inviemo, depende de la producciôn de glucosa derivada de la glucogenolisis 
hepàtica.
El hecho de que en la tenca el perfil diario del ritmo de glucosa cambie en las 
distintas estaciones sugiere un posible papel del fotoperiodo en la modulaciôn de dicho 
ritmo. Asi, existen datos que sehalan a este factor ambiental como una variable 
importante en la determinaciôn de los diferentes parâmetros que definen la oscilaciôn del 
ritmo diario de glucosa plasmâtica. En lubinas mantenidas bajo fotoperiodo 15L:9D se 
observa un ritmo diario significativo de glucosa plasmâtica con la acrofase al final de la 
escotofase (Cerdâ-Reverter y cols, 1998). La amplitud de este ritmo disminuye cuando se 
expone a los peces a un fotoperiodo 9L:15D, ademâs de producirse un cambio en la 
acrofase. En pargos mantenidos a temperatura constante y fotoperiodo 12L:12D ô 
8L:16D el ritmo diario de glucosa circulante tiene valores mâs bajos en la primera parte 
de la escotofase y el periodo previo al amanecer y los valores mâs elevados 8-12 horas 
después del amanecer (Pavlidis y cols., 1999a). Estos mâximos de glucosa plasmâtica no 
parecen ser un reflejo de la absorciôn de glucosa en el tracto gastrointestinal, sino que 
parecen estar sincronizados principalmente por la alternancia luz/oscuridad, ya que 
desaparecen en condiciones DD. Se han descrito resultados similares en truchas arcoiris 
mantenidas bajo dos fotoperiodos diferentes, 8L:16D y 12L12D, y alimentadas mediante 
comederos a demanda (Boujard y Leatheriand, 1992a; Boujard y cols., 1993), y en 
lubinas mantenidas bajo fotoperiodo 12L12D y con restricciôn del alimente (Pavlidis y 
cols., 1997). Necesariamente, se requiere una importante investigaciôn adicional para 
dilucidar la importancia relativa de estos y otros posibles sincronizadores.
200
V. DISCUSION
3. VARIACIONES DIARIAS Y ESTACIONALES EN EL CONTENIDO 
HIPOTALÂMICO Y TELENCEFÂLICO DE NPY Y MONOAMINAS Y EN LOS 
NIVELES PLASMÂTICOS DE GHRELINA Y LEPTINA EN Tinca tinca.
3.1. NPY.
Numerosos estudios han puesto de manifiesto la implicaciôn del NPY en la 
regulaciôn central de la ingesta, ejerciendo un potente efecto orexigénico en muy 
diverses situaciones y especies (Leibowitz, 1995; Levine y Billington, 1997; Lôpez-Patiho 
y cols., 1999; De Pedro y cols., 2000; Namaware y Peter, 2001a). El hecho de que tanto 
el ayuno agudo como el prolongado incrementen el contenido hipotalamico de NPY en 
roedores (Mercer y cols., 1995; Yoshihara y cols., 1996), y su expresiôn génica en el 
hipotélamo de rata (Schwartz y cols., 1993; Mercer y cols., 1996) y de teleôsteos 
(Silverstein y cols., 1998; Namaware y Peter, 2001b) ha llevado a sugerir que el NPY 
interviene en la estimulaciôn de la ingesta inducida por ayuno en ambos grupos de 
vertebrados, mamiferos y peces.
La tenca es una especie que en condiciones naturales expérimenta cambios 
estacionales significativos en su ingestiôn de alimente, produciéndose una disminuciôn 
muy importante de la ingesta, que alcanza précticamente la supresiôn total, en peces 
expuestos a temperaturas bajas (Guijarro y cols., 1999). Por tanto, y si la propuesta 
anterior se cumple para la tenca cabria esperar que el contenido de NPY experimentase 
cambios estacionales. Efectivamente, nuestros resultados revelan que existe una 
variaciôn estacional en el contenido hipotalamico de este neuropéptido, con los niveles 
mâs elevados en noviembre, cuando la ingesta es muy baja y los menores niveles 
anuales en el mes de agosto, cuando su alimentaciôn es mayor. Ademâs, en nuestro 
estudio encontramos que, tras el incremento observado de noviembre, hay una reducciôn 
del NPY hipotalâmico en el muestreo realizado en febrero. Dicha reducciôn de NPY en 
febrero podria justificarse con los datos publicados por Koskela y colaboradores (1997) 
que describen que tras la disminuciôn inicial de la ingesta y el peso corporal en peces 
expuestos a bajas temperaturas, al cabo de varias semanas de exposiciôn al frio se 
produce un aumento compensatorio de la alimentaciôn. Asi, el incremento observado en 
noviembre podria corresponder al periodo de exposiciôn inicial a las bajas temperaturas 
(otoho), y el descenso de NPY en inviemo estarfa asociado a una fase de realimentaciôn. 
Esta hipôtesis no ha podido ser corroborada en el sargo picudo {Diplodus puntazzo), 
donde el contenido hipotalâmico de NPY no se modifica tras dos semanas de ayuno. No 
obstante, los autores de este estudio cuestionan si este periodo de ayuno es insuficiente 
para producir cambios ostensibles del NPY en esta especie (Vera y cols., 2004b).
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Otro factor relacionado con el contenido encefâlico de NPY en los mamiferos es la 
alteraciôn aguda y/o crônica de la composiciôn de la dieta (Beck y cols., 1990, 1992; 
Leibowitz, 1995; Stricker-Konrad y cols., 1998), pudiendo el NPY contrôler de forma 
especifica la ingesta de determinados nutrientes. Asi, la administraciôn a nivel central de 
este neuropéptido en ratas incrementa preferentemente la ingestiôn de carbohidratos, y 
en menor medida, y de forma transitoria, la de grasas (Stanley y cols., 1985; Smith y 
cols., 1997). Por otra parte, se ha encontrado una fuerte correlaciôn positiva entre la 
ingesta de carbohidratos, mâs concretamente la relaciôn carbohidratos/grasas, y el 
contenido de NPY en ciertos nûcleos hipotalâmicos, principalmente en el NPV (Leibowitz, 
1995). En los peces, concretamente en C. auratus, la expresiôn génica de NPY en el 
hipotâlamo aumenta después de una semana de alimentaciôn con dietas de elevado 
contenido en carbohidratos y grasas, pero no con alto contenido proteico, revirtiéndose 
este patrôn después de 4 semanas( Namaware y Peter, 2002). Por tanto, la variaciôn 
estacional de la disponibilidad relativa de las diferentes presas que componen la dieta de 
una determinada especie, que se traduce en importantes cambios estacionales en la 
composiciôn de nutrientes, podria afectar al contenido encefâlico de NPY. Un buen 
ejemplo de esta estacionalidad lo encontramos en la lubina, que puede alimentarse de 
una amplia variedad de presas, y cuya dieta cambia su composiciôn estacionalmente, 
llegando incluso a invertir su ritmo de alimentaciôn en funciôn del momento del aho 
(Picket y Pawson, 1994). Desafortunadamente no se ha analizado, hasta la fecha, el 
contenido encefâlico de NPY en esta especie. En la actualidad ignorâmes si la tenca en 
condiciones naturales modifica su dieta estacionalmente, lo que podria influir en los 
cambios observados en el contenido hipotalâmico de NPY. Sin embargo, en nuestro 
estudio las tencas se alimentaron con la misma dieta comercial en todos los puntos de 
muestreo, si bien no podemos descartar que, puesto que se mantuvieron en tanques al 
aire libre, tuviesen acceso a diferentes presas naturales en las distintas estaciones del 
aho.
El NPY muestra una amplia distribuciôn por todo el sistema nervioso central de 
vertebrados; los anàlisis de localizaciôn de inmunorreactividad para NPY en peces 
revelan una alta densidad en el telencéfalo y en el hipotâlamo (C. auratus, Pontet y cols., 
1989, Peng y cols., 1994; O. mykiss. Danger y cols., 1991; 0. tshawytscha y O. Kisutch, 
Silverstein y cols., 1998; D. labrax, Cerdâ-Reverter y cols., 2000b; Solea senegalensis, 
Rodriguez-Gômez y cols., 2001), por lo que éstas fueron las âreas elegidas en el 
présente estudio. Al comparer el contenido de NPY en el hipotâlamo con los valores 
hallados en el telencéfalo encontramos que en todas las estaciones los valores son 
superiores en el telencéfalo, llegando incluso a triplicar al contenido hipotalâmico en
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agosto. Este resultado coincide con un estudio previo en C. auratus, en el que se 
cuantifica también por RIA el contenido de NPY en distintas regiones encefalicas, 
encontrando en el telencéfalo valores muy superiores a los del resto de regiones 
analizadas (Pontet y cols., 1989), si bien no es posible hacer una comparaciôn directa 
entre estos resultados (expresados en ng/mg prot) y los nuestros (expresados en 
ng/telencéfalo). Un estudio posterior en el que se détermina la expresiôn génica del NPY 
en distintas areas encefalicas del carpin describe que el telencéfalo-area preôptica 
présenta los niveles mâs elevados de ARNm de NPY (aproximadamente 5 veces 
superiores a los del techo ôptico-tâlamo) (Namaware y cols., 2000).
El hecho de que no encontremos el mismo perfil estacional en ambas regiones 
podria estar sugiriendo diferentes funciones del NPY en ambas localizaciones 
encefâlicas. Pruebas a favor de esta posibilidad las encontramos en varios estudios que 
apuntan a una funcionalidad diferencial del NPY en las distintas regiones encefâlicas. Asi, 
Silverstein y colaboradores (1998) encuentran que el ayuno incrementa la expresiôn del 
ARNm de NPY en el ârea preôptica hipotalâmica, pero no en el ârea caudoventral 
telencefâlica del salmôn. En un estudio muy reciente realizado en C. carpio también se 
describen diferencias en la respuesta de las neuronas NPYérgicas telencefâlicas e 
hipotalâmicas trente al mismo estimulo, de modo que mientras que las neuronas del 
telencéfalo-ârea preôptica que expresan NPY responden al aumento de los niveles 
plasmâticos de cortisol con un incremento en la expresiôn del ARNm del NPY, en otras 
âreas del hipotâlamo las neuronas NPYérgicas no se ven afectadas por este incremento 
de cortisol (Bernier y cols., 2004). Esta distinta respuesta también se produce para los 
esteroides sexuales, asi en C. auratus el pretratamiento durante 5 dias con esteroides 
ovâricos (estradiol y testosterona) induce un incremento de 2-3 veces en los niveles de 
ARNm de NPY en el telencéfalo-ârea preôptica pero no en el techo ôptico-tâlamo (Peng y 
cols., 1994). Una respuesta diferencial de distintas âreas encefâlicas se ha descrito 
también para otros péptidos reguladores del apetito en peces, como el CRF (Bernier y 
cols., 1999; Bernier y Peter, 2001) y la CCK en C. auratus (Peyon y cols., 1999).
Anàlisis autorradiogrâficos de los sitios de uniôn de NPY en el cerebro de C. carpio 
apuntan a que el NPY en el telencéfalo-ârea preôptica estaria implicado en el 
procesamiento de las entradas olfatorias y en comportamientos mâs complejos como la 
adquisiciôn y retenciôn del aprendizaje espacial e incluso la modulaciôn de la actividad de 
neuronas GnRH présentes en el ârea preôptica (Pirone y cols., 2003), mientras que en el 
hipotâlamo el NPY puede estar modulando la ingesta o la integraciôn de la informaciôn 
fôtica para el marcapasos central, como sucede en los mamiferos. Las correlaciones
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halladas en nuestro estudio entre el contenido de NPY y ciertos indices biométricos 
apoyan también para la tenca esta diferente funciôn del NPY en el hipotâlamo y el 
telencéfalo. De hecho, el contenido hipotalâmico de NPY se correlaciona de forma 
negativa ûnicamente con el indice nutricional en los machos, mientras que el contenido 
telencefâlico se correlaciona negativamente, tanto en machos como en hembras, con el 
IN y los pesos del higado, las gônadas y los depôsitos de grasa perivisceral.
Algunos estudios han sugerido la influencia del fotoperiodo sobre el sistema 
NPYérgico, implicando a este neuropéptido en los cambios de ingesta inducidos por 
modificaciones del fotoperiodo. Sin embargo, la escasez de trabajos a este respecte, asi 
como la disparidad de nûcleos encefâlicos concretes estudiados en cada uno de elles, no 
permite extraer una conclusiôn clara sobre las acciones del NPY como transductor de la 
informaciôn fotoperiôdica. Asi, en el hâmster sirio los fotoperiodos cortos incrementan el 
nûmero de neuronas NPY-ir en la hoja intergeniculada que proyecta fibras al NSQ (Jacob 
y cols., 1998). Sin embargo, en el hâmster siberiano el NPY no parece participer en la 
reducciôn de la ingesta a largo plazo que se produce como consecuencia de la 
exposiciôn a fotoperiodos cortos, ya que los niveles de expresiôn de este péptido en el 
hipotâlamo sôlo disminuyen ligeramente respecte a los contrôles mantenidos en 
fotoperiodos largos (Reddy y cols., 1999); si bien en este ûltimo estudio se investiga la 
expresiôn del mensajero en un nûcleo distinto, el ARC. Por tanto, se ha propuesto que en 
algunos casos, como el del hâmster siberiano, el NPY estaria mâs bien implicado en los 
mecanismos homeostâticos agudos que operan tanto en fotoperiodos cortos como largos. 
De forma general se admite que los estimuladores de la ingesta son mâs efectivos en 
fotoperiodos largos, mientras que los inhibidores lo son en fotoperiodos cortos (Bartness 
y cols., 1986, 1995; Rousseau y cols., 2002), de modo que en condiciones de 
fotoperiodos cortos se requeririan mayores niveles de agentes orexigénicos que en 
fotoperiodos largos. Nuestros resultados estacionales en la tenca apoyan esta hipôtesis. 
En agosto se reduce notablemente el contenido hipotalâmico de NPY, mientras que en 
noviembre dicho contenido expérimenta un marcado ascenso. Sin embargo, esta 
hipôtesis no parece cumplirse en el caso de NPY en todas las especies estudiadas. Por 
ejemplo, la potencia de la estimulaciôn de la ingesta por NPY en el hâmster siberiano no 
depende del fotoperiodo (Boss-Williams y Bartness, 1996), sin embargo en el gorriôn 
corona blanca {Zonotrichia leucoprys gambelii) la sensibilidad al efecto orexigénico del 
NPY es mayor en fotoperiodos largos (Richardson y cols., 1995). En Phodopus sungorus 
los cambios de fotoperiodo no afectan a la expresiôn del ARNm del NPY en el ARC 
(Mercer y cols., 1995), no existiendo diferencias entre los hâmsters mantenidos durante 
18 semanas en 16L:8D y aquellos mantenidos en 8L16D. Por tanto, y con esta variedad
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de respuestas, tenemos que afirmar que la expresiôn de los ritmos estacionales de NPY 
depende de la especie, del area encefàlica y del nùcleo hipotalamico investigado.
Ademâs del papel directe del fotoperiodo en el control de los cambios estacionales 
del NPY, algunos estudios realizados en mamiferos indican que los cambios estacionales 
en los niveles circulantes de varias hormonas, principalmente esteroides sexuales 
pueden intervenir en la regulaciôn estacional del NPY. Asi, en el jerbo {Jaculus orientalis) 
se han descrito variaciones estacionales en la densidad de fibras NPY-ir en el NSQ 
(Lakhdar-GhazaI y cols., 1995), mostrando valores mâs elevados en otoho (periodo de 
repose sexual, con baja actividad testicular y reducidos niveles de testosterona 
circulantes) que en primavera-verano (periodo de cria). Estas variaciones estân 
moduladas tanto por el fotoperiodo como por la testosterona, pero a través de 
mecanismos independientes (Oukouchoud y cols., 2003; Dobbins y cols., 2004). En la 
tenca hemos observado un descenso importante en el contenido hipotalâmico de NPY en 
agosto, coincidiendo con niveles elevados de testosterona tanto en machos como en 
hembras (Pinillos y cols., 2003), y un posterior aumento en otoho, cuando los niveles de 
esteroides gonadales son bajos y el fotoperiodo es mâs corto, de modo que las 
variaciones estacionales de NPY pueden explicarse, al menos en parte, por una posible 
acciôn inhibitoria de la testosterona sobre las neuronas NPYérgicas hipotalâmicas. No 
obstante, para poder discriminer entre los efectos debidos al fotoperiodo y los debidos a 
los esteroides sexuales habria que realizar una experimentaciôn adecuada, 
individualizando ambos factores, por ejemplo mediante la administraciôn de hormonas 
sexuales a peces mantenidos bajo fotoperiodos cortos o realizando gonadectomies en 
animales mantenidos en fotoperiodos largos.
La complejidad de la regulaciôn del NPY encefâlico por los esteroides gonadales es 
aùn mayor, dependiendo de si se trata de especies reproductoras estacionales o no, 
siendo ademâs, muy variables los efectos de los esteroides gonadales sobre el sistema 
NPYérgico en los mamiferos estudiados, dependiendo del ârea encefàlica. Asi, mientras 
que en el nûcleo ARC testosterona y estradiol activan la expresiôn génica y la producciôn 
de NPY, en otras âreas como el ârea preôptica medial o la eminencia media los 
resultados son divergentes, e incluso en otras âreas, como el NPV los esteroides no 
parecen tener efecto sobre el NPY (Leibowitz, 1995). Una cuestiôn relacionada con este 
aspecto, y que apenas se ha investigado, es el posible dimorfismo sexual del NPY 
encefâlico. En nuestro estudio en la tenca el contenido hipotalâmico de NPY no présenta 
dimorfismo sexual, resultado similar al descrito en ratas, donde los niveles medios de 
expresiôn génica de NPY en el ARC son similares en machos y hembras (Urban y cols..
205
V. DISCUSION
1993). La posible existencia de dimorfismo sexual del sistema NPY-érgico no se ha 
estudiado en otros peces, pero otros neuropéptidos igualmente implicados en la 
regulaciôn de la ingesta tampoco muestran dicho dimorfismo. Asi, por ejemplo, la 
expresiôn génica de la CCK en el hipotélamo de C. auratus no présenta dimorfismo 
sexual en ninguno de los estados del ciclo sexual (Peyon y cols., 1999).
Otro factor ambiental periôdico, también relacionado con la ingestiôn de alimente es 
la temperatura. En los mamiferos existe un ünico estudio, realizado en rata, en el que se 
investiga esta cuestiôn. La exposiciôn prolongada al frio incrementa la ingesta pero no 
modifica ni el contenido hipotalamico de NPY ni la expresiôn de su mensajero (Bing y 
cols., 1998). Esta respuesta del NPY tiene un importante valor adaptativo, ya que un 
hipotético aumento del neuropéptido podria inhibir la termogénesis causando una 
hipotermia potencialmente létal. Se ha sugerido que el incremento de la ingesta inducido 
por la exposiciôn crônica a bajas temperaturas no esta mediado por NPY, sino que deben 
existir otras vias neuronales que activen esta hiperfagia (Bing y cols., 1998).
Aün nos encontramos en una fase inicial del conocimiento de la ritmicidad anual de 
reguladores del apetito, pero en el caso del NPY, dado que el sistema NPYérgico esta 
regulado por mûltiples sehales, como los esteroides adrenales y gonadales, insulina, 
sehales metabôlicas y otros neuropéptidos (Leibowitz, 1995), muy probablemente en la 
expresiôn del ritmo anual del neuropéptido intervengan no sôlo las variaciones anuales 
de estas sehales sino también las relaciones que se establecen entre ellas, lo que de 
forma conjunta puede acabar modulando el ritmo anual de NPY.
En relaciôn con las variaciones diarias de NPY, nuestro estudio es el primero en los 
peces que describe un ritmo diario significativo de NPY, concretamente en el contenido 
hipotalamico de los muestreos realizados en agosto y noviembre. En verano, la acrofase 
se alcanza en mitad de la fase luminosa, mientras que en otoho los valores mâximos 
aparecen durante la escotofase. En la rata se han descrito ritmos en la expresiôn del 
mensajero del NPY en ciertos nûcleos hipotalâmicos, que son bimodales en el NSQ y en 
el ARC, pero unimodales en el NPV (Jhanwar-Uniyal y cols., 1990). Ademâs, los 
momentos en que se alcanzan los valores mâximos son variables, principio de la 
fotofase, principio de la escotofase, etc. Estas diferencias pueden deberse a que los 
animales estén sometidos a distintos ciclos luz/oscuridad, aunque hay también otros 
factores que pueden afectar a la expresiôn del ritmo diario, como el estado nutricional de 
los animales o la disponibilidad de alimente (Stricker-Krongrad y cols., 1997). 
Concretamente, una disponibilidad de alimente ad libitum parece ser necesaria para 
generar los patrones diarios de expresiôn no sôlo del NPY, sino también de otros
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péptidos orexigénicos hipotalâmicos (GAL, POMC), cuya expresiôn génica es elevada 
durante la fase luminosa (Xu y cols., 1999). Esta propuesta justificarla la falta de 
ritmicidad del NPY en la tenca durante el inviemo, cuando los peces no comen (Guijarro y 
cols., 1999).
En algunos estudios realizados en mamiferos se describen ritmos diarios de NPY 
con mâximos antes de la alimentaciôn y valores menores después de la ingesta 
(Akabayashi y cols., 1994). La tenca es un animal noctumo, que se alimenta 
principalmente durante la noche, con lo que el perfil del ritmo en agosto podria justificarse 
en base a esta relaciôn con el horario de la alimentaciôn; pero no explicaria el cambio de 
acrofase del ritmo de NPY observado en el otoho. En este sentido cabe cuestionarse si la 
tenca expérimenta cambios en su patrôn de alimentaciôn y actividad (noctumo vs. diumo) 
al igual que ciertos peces, en los que las bajas temperaturas pueden producir inversiones 
de su patrôn comportamental (Fraser y cols., 1995; Greenwood y Metcalfe, 1998; Madrid 
y cols., 2001). Segûn esta hipôtesis, las tencas en verano se alimentan al comienzo de la 
escotofase (Vera y cols., 2004a) y mostrarfan la acrofase del NPY unas 6 h antes del 
inicio de la alimentaciôn. En noviembre, con una menor temperatura del agua, las tencas 
podrian pasar a alimentarse a por la mahana, aprovechando las horas mâs favorables del 
dia en cuanto a temperatura se refiere, de forma que el momento de la alimentaciôn 
vendria precedido por un incremento en los niveles de NPY que tendria lugar unas 6 h 
antes.
Otra posible explicaciôn al cambio de fase del ritmo diario de NPY observado en la 
tenca podria ser un cambio de fase del ritmo de alimentaciôn debido a las variaciones 
estacionales de la disponibilidad relativa de las diferentes presas que se da en 
condiciones naturales. Un ejemplo bien conocido de esta situaciôn lo tenemos en la 
lubina, que puede alimentarse de una amplia variedad de presas y cuya composiciôn 
dietaria varia estacionalmente, pudiendo invertir su ritmo de alimentaciôn en funciôn del 
momento del aho (Picket y Pawson, 1994). Segûn Fraser y colaboradores (1993) los 
beneficios del cambio de actividad diaria son utilizados por numerosas especies de vida 
silvestre y estân principalmente dirigidos a lograr una optimizaciôn de los cambios 
naturales en la densidad de presas y predadores.
Finalmente, cabe sugerir que la ausencia de ritmo diario de NPY en mayo y junio 
pueda estar relacionada con una posible pérdida del acoplamiento entre los ritmos de 
alimentaciôn y la ritmicidad hipotalâmica del NPY, que podria estar provocada por 
ejemplo por los esteroides gonadales o por la propia implicaciôn del NPY en la regulaciôn 
de la reproducciôn y el comportamiento sexual, o incluso por una alteraciôn del patrôn de
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actividad general como consecuencia de la apariciôn de comportamientos de cortejo 
previos a la freza. No tenemos datos que apoyen esta hipôtesis en los peces, pero por 
ejemplo en ratas se ha observado que los esteroides gonadales afectan al ritmo diario de 
p-endorfina, de modo que la ritmicidad de este péptido en el hipotâlamo medio basai no 
esté présente prepuberalmente y comienza a expresarse en la pubertad. El tratamiento 
con benzoato de estradiol hace que este ritmo aparezca antes de la pubertad y lo 
restaura en ratas adultas ovariectomizadas (Criscuolo y cols., 1994).
El hecho de que en el telencéfalo, a diferencia del hipotâlamo de la tenca, no 
hayamos encontrado ritmicidad diaria de NPY en ninguna de las estaciones podria 
justificarse en base a la diferente funcionalidad de ambas regiones encefâlicas; de modo 
que las funciones del NPY en el telencéfalo pueden no requérir variaciones diarias de 
este péptido por no estar relacionadas con el control de procesos ciclicos diarios. Las 
conexiones entre nûcleos hipotalâmicos que controlan el comportamiento alimentario con 
componentes del sistema circadiano justificarian la expresiôn del ritmo diario de NPY en 
el hipotâlamo. Ya hemos comentado con anterioridad que el patrôn diario de expresiôn 
del mensajero de NPY depende de la regiôn encefàlica, e incluso dentro de una misma 
region, de los nûcleos concretos estudiados, pudiendo incluso no existir ritmicidad en 
determinados nûcleos encefâlicos (Shinohara y cols., 1993). Los ûnicos datos existantes 
relatives a peces indican que en C. auratus se produce un incremento en los niveles del 
mensajero de NPY en el telencéfalo-ârea preôptica 1-3 h antes del momento de la 
alimentaciôn, descendiendo después durante las 3 h posteriores a la ingestiôn 
(Namaware y cols., 2000), si bien en este estudio hay que tener en cuenta que los peces 
eran alimentados segûn un programa diario impuesto y no ad libitum, como fueron 
alimentadas las tencas en nuestro caso.
3.2. GHRELINA.
Los niveles plasmâticos de ghrelina encontrados en la tenca (80-120 pg/ml) son 
similares a los observados en el elefante marino {Mirounga angustirostris) (Ortiz y cols., 
2003), pero inferiores a los descritos en Lota Iota (350 y 760 pg/ml, Mustonen y cols., 
2002a), entre 2 y 8 veces menores a los valores en humanos (Tschôp y cols., 2001a) y 
entre 1 y 3 ôrdenes de magnitud mâs bajos que los descritos en rata y ratôn (Tschôp y 
cols., 2001b; Toshinai y cols., 2001),.pudiendo estas diferencias de magnitud deberse a 
diferencias especificas.
Se han descrito cambios en los niveles circulantes de ghrelina relacionados con la 
edad y con el ciclo reproductor. En Oreochromis niloticus, Parhar y colaboradores (2003)
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observan incrementos significativos en los niveles de expresiôn del ARNm de esta 
hormona en el estômago a lo largo del desarrollo, posiblemente relacionados con el
crecimiento que se produce durante esta etapa del ciclo vital. Este incremento de la
expresiôn de ghrelina dependiente de la edad se ha descrito también en la rata (Gualillo y 
cols., 2001; Sakata y cols., 2002; Hayashida y cols., 2002) y podria estar relacionado con 
el aumento de la secreciôn de GH, el desarrollo del tracto gastrointestinal y/o la
estimulaciôn de la ingesta. En nuestro estudio no hemos hallado diferencias entre
machos y hembras en la ghrelina circulante en ninguno de los momentos del aho en que 
se realizô el muestreo. Estos resultados coinciden con lo observado en el gadiforme 
L. lota, en el que no se observa dimorfismo sexual en los niveles circulantes de ghrelina 
ni antes, ni durante, ni después de la freza (Mustonen y cols., 2002a; Nieminen y cols., 
2003). Esta ausencia de diferencias sexuales en la ghrelina circulante en peces también 
se ha descrito en la rata, donde la expresiôn del mensajero es muy similar en ambos 
sexos y no se modifica con los esteroides gonadales (Gualillo y cols., 2001). Sin 
embargo, en tilapia los niveles de expresiôn del ARNm son significativamente mayores en 
las hembras en todos los estados de desarrollo estudiados, incluyendo peces 
sexualmente maduros (Parhar y cols., 2003), lo que podria poner de manifiesto la 
existencia de diferencias especificas de especie en esta cuestiôn.
En la mayorfa de los estudios realizados en los mamiferos, tanto las 
concentraciones plasmaticas de ghrelina, como los niveles de su mensajero en el 
estômago se encuentran elevados en condiciones de ayuno y alcanzan de nuevo los 
niveles normales tras la realimentaciôn (Tschôp y cols., 2000; Bagnasco y cols., 2002; 
Muller y cols., 2002; Wang y cols., 2002a; Ortiz y cols., 2003). Segûn estos resultados, 
cabria esperar que en la tenca los niveles mas elevados de ghrelina estuvieran asociados 
a las estaciones frias, cuando la ingesta se reduce drâsticamente, llegando incluso a 
desaparecer. Sin embargo, los niveles mâs elevados de todo el aho los encontramos en 
agosto, indicando que en la tenca no se da esta relaciôn entre la ghrelina y el ayuno. Este 
resultado concuerda con la falta de correlaciôn existante entre los niveles plasmâticos de 
ghrelina y el peso corporal o el peso de la grasa perivisceral en la tenca. El nûmero de 
investigaciones realizadas en otros peces es muy reducido y los resultados son dispares. 
Asi, en la tilapia {Oreochromis niloticus) se ha observado que la expresiôn de la ghrelina 
tampoco depende del estado nutricional en animales sexualmente maduros, dado que un 
ayuno de 7 dias no modifica los niveles de expresiôn del ARNm (Parhar y cols., 2003). 
Tampoco en el sargo se ha encontrado una modificaciôn de los niveles plasmâticos de 
ghrelina tras 2 semanas de ayuno (Vera y cols., 2004b). Por el contrario, en L  lota hay 
una menor concentraciôn de ghrelina circulante en peces sometidos a 2 semanas de
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ayuno respecto a los alimentados (Nieminen y cols., 2003). Por lo tanto, a partir de estas 
diferentes respuestas obtenidas en distintas especies, en la actualidad no podemos 
establecer una conclusiôn general respecto a la relaciôn entre la ghrelina circulante y las 
condiciones de alimentaciôn en los peces.
En roedores parece existir una correlaciôn negativa entre el porcentaje de grasa 
corporal y la ghrelina plasmâtica (Tschôp y cols., 2001a), y de hecho la administraciôn de 
ghrelina estimula la ingesta y reduce la utilizaciôn de grasa, lo que se traduce en una 
ganancia de peso (Tschôp y cols., 2000; Wren y cols., 2000; Nakazato y cols., 2001). 
Ademâs, se ha descrito un aumento de los niveles plasmâticos de ghrelina en respuesta 
a la pérdida de peso (Krarup y cols., 2002). Esta correlaciôn negativa en mamiferos nos 
lleva a plantear que el incremento observado de la ghrelina plasmâtica en la tenca en 
agosto, tras la freza, podria relacionarse con un periodo en el que se produce un gasto 
energético notable y una reducciôn en el peso corporal, ademâs de una disminuciôn muy 
importante de las réservas de lipidos (Guijarro y cols., 2003). El papel adaptativo de este 
incremento de la ghrelina plasmâtica tras el desove séria el de promover la ganancia de 
peso corporal y la recuperaciôn de réservas energéticas mediante la estimulaciôn de la 
ingesta (al menos en parte), puesto que un posible efecto orexigénico de la ghrelina ha 
sido demostrado recientemente en los peces (Unniappan y cols., 2002). Ademâs, si la 
ghrelina es capaz de estimular la secreciôn de GH en la tenca, como ocurre en otros 
teleôsteos (anguila, Kaiya y cols., 2003a y tilapia, Kaiya y cols., 2003b), los elevados 
niveles de esta hormona tras la freza podrian contribuir a estimular la gluconeogénesis, 
como se ha sugerido para la lota (Mustonen y cols., 2002a), que en esta época del aho 
podria estar incrementada, como indican ta elevada glucemia de la tenca en verano y 
otoho (Guijarro y cols., 2003). En los mamiferos la ghrelina régula la secreciôn de LH y 
testosterona (Furuta y cols., 2001; Tena-Sempere y cols., 2002), sin embargo en los 
peces no tenemos ningûn dato que apoye una participaciôn de la ghrelina en la 
reproducciôn.
Como hemos comentado antes, la composiciôn de la dieta de la tenca puede variar 
en funciôn de la época del aho, debido a los cambios estacionales en la disponibilidad del 
alimente. Los niveles de ghrelina, al igual que discutimos para el NPY, pueden 
modificarse a lo largo del aho en funciôn de la composiciôn de la dieta. Asi, dietas ricas 
en grasas se correlacionan con niveles de ghrelina mâs bajos que las dietas ricas en 
carbohidratos (Beck y cols., 2002), mientras que las dietas bajas en proteinas se 
correlacionan con niveles elevados de esta hormona (Lee y cols., 2002). En peces no hay 
estudios al respecto, salvo un estudio reciente en sargo en el que los datos preliminares
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parecen indicar que los niveles plasmâticos de ghrelina no se modifican en peces 
alimentados con una dieta carente de grasa (Vera y cols., 2004b). En nuestro estudio, la 
dieta comercial suministrada se mantuvo invariable durante todo el aho, pero las tencas 
tenian acceso a presas naturales, aunque no podemos determiner el grado en que este 
factor contribuye al cambio anual en la composiciôn de la dieta.
En la tenca encontramos una correlaciôn negativa entre los niveles circulantes de 
ghrelina y el contenido hipotalâmico de NPY en ambos sexos. Estos resultados discrepan 
de lo encontrado en mamiferos, en los que el tratamiento con ghrelina incrementa 
significativamente el contenido hipotalâmico del ARNm de NPY (Kamegai y cols., 2001; 
Nakazato y cols., 2001; Wang y cols., 2002b) a través de la activaciôn de neuronas del 
ARC (Guan y cols., 1997; Kamegai y cols., 2001) que expresan péptidos orexigénicos 
(Cowley y cols., 2003; Toshinai y cols., 2003). Aunque la ghrelina se sintetiza 
principalmente en el estômago (Kojima y cols., 1999; Muccioli y cols., 2002; Kaiya y cols., 
2003a,b), se cree que la activaciôn de neuronas productoras de péptidos orexigénicos se 
realiza por ghrelina sintetizada a nivel cerebral, por lo que no es necesaria una 
correlaciôn positiva entre la ghrelina plasmâtica y el contenido hipotalâmico de NPY. 
Pruebas a favor de la existencia de dos sistemas secretores de ghrelina independientes, 
al menos en parte, uno central y otro periférico, se han obtenido en experimentos en los 
que la vagotomia suprime el efecto orexigénico de la ghrelina (Asakawa y cols., 2001; 
Date y cols., 2002), pero no afecta a las acciones de esta hormona tras su administraciôn 
intracerebroventricular (Date y cols., 2002). Recientemente se ha encontrado expresiôn 
de ghrelina en un grupo de neuronas adyacentes al tercer ventriculo entre los nûcleos 
NPV y ARC hipotalâmicos. Estas neuronas envian eferencias a circuitos hipotalâmicos 
clave entre los que se encuentran nûcleos productores de NPY, Ag-RP, POMC y CRH, 
donde la ghrelina estimula la actividad de neuronas NPYérgicas (Cowley y cols., 2003).
En nuestro estudio de ritmicidad diaria de ghrelina circulante en la tenca no hemos 
encontrado ritmos significativos en ninguno de los meses muestreados, salvo en junio, 
donde hay una variaciôn de esta hormona a lo largo del ciclo dia/noche con valores 
superiores durante la noche. Existen muy pocos estudios que investiguen posibles 
variaciones diarias de ghrelina en los vertebrados. En humanos la variaciôn diaria de la 
secreciôn de ghrelina es sincronizada por la hora de la alimentaciôn y por el sueho, de 
modo que, durante las horas del dia, se observa un incremento preprandial en la ghrelina 
plasmâtica, seguido por una caida postprandial, mientras que por la noche se produce, a 
las 2:00 h, un ûnico pico de mayor amplitud que los observados durante el dia (Shiiya y 
cols., 2002). En la rata se ha descrito un aumento brusco de la ghrelina plasmâtica y
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estomacal durante el periodo de ayuno de la fase luminosa y niveles bajos durante la 
noche, correlacionândose inversamente con la ingesta (Sânchez y cols., 2004).
Por tanto parece claro que, a pesar de la limitada informaciôn disponible, la posible 
ritmicidad de ghrelina circulante se relaciona con la alimentaciôn. En este sentido, los 
niveles plasmâticos de ghrelina experimentan un incremento transitorio justo antes de la 
ingestiôn de alimente (Cummings y cols., 2001, 2002; Sugino y cols., 2002a; Cummings y 
Shanon, 2003) y un descenso post-prandial (Cummings y cols., 2001, 2002) en modèles 
de alimentaciôn restringida a una hora concreta, pero si los animales reciben 
alimentaciôn ad libitum, los niveles circulantes de ghrelina no se modifican (Sugino y 
cols., 2002b). Precisamente en ratas mantenidas con alimentaciôn ad libitum se han 
observado ritmos ultradianos de ghrelina relacionados con el ciclo sueno/vigilia 
(Bagnasco y cols., 2002; Toile y cols., 2002).
En un estudio muy reciente en el carpin se han analizado cambios en la expresiôn 
génica de ghrelina en relaciôn con la alimentaciôn, siendo menor en condiciones 
postprandiales y mâs elevada tras 3-5 dias de ayuno (Unniappan y cols., 2004). Ademâs, 
la inyecciôn ICV de ghrelina estimula la ingestiôn de alimente en esta misma especie 
(Unniappan y cols., 2002). Teniendo en cuenta que la tenca es un animal noctumo, los 
mayores niveles de ghrelina durante la noche en junio podrian estar relacionados con la 
alimentaciôn noctuma. No obstante, ignorâmes la explicaciôn a la ausencia de 
oscilaciones diarias en los niveles circulantes de ghrelina en la tenca en el resto del ano. 
Posiblemente el diseho empleado de alimentaciôn ad libitum no favorezca la expresiôn de 
ritmos que estén sincronizados por un horario de alimentaciôn.
3.3. LEPTINA.
La leptina es una hormona que en mamiferos actüa como sehal lipostâtica 
informando sobre la adiposidad y regulando el apetito y el metabolismo para mantener 
constantes los depôsitos de grasa, ademâs de participer en la regulaciôn de la funciôn 
reproductora. En los ùltimos 10 ahos se han publicado numerosos trabajos sobre esta 
hormona (mâs de 6000), la mayoria de los cuales se han realizado en mamiferos, 
existiendo muy pocos estudios en vertebrados no mamiferos.
Las concentraciones plasmâticas de leptina en la tenca son similares a las halladas 
en L. lota (1,7-2,8 ng/ml) (Mustonen y cols., 2002a; Nieminen y cols., 2003), en la oveja 
(Asakuma y cols., 2003) y en el zorro ârtico (Fuglei y cols, 2004), pero son menores a las 
publicadas para el hâmster sirio (Mesocricetus auratus) (Cheng y cols., 2003), humanos 
(Rubin y cols., 2003), y la rata (Martinez-Merlos y cols., 2004). En la tenca no hemos
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observado dimorfismo sexual en los niveles plasméticos de leptina. Esto no coincide con 
lo descrito en la lota, donde las concentraciones plasmaticas de leptina son mayores en 
las hembras que en los machos (Mustonen y cols., 2002a; Nieminen y cols., 2003), como 
se ha observado también en humanos (Ma y cols., 1996; Saad y cols., 1997; Ahima y 
Osei, 2004). Sin embargo, en el vison (Nieminen y cols., 2000) y en la rata (Mulet y cols., 
2003; Ahima y Osei, 2004) la situaciôn esta invertida, mostrando los machos mayores 
niveles de leptina plasmâtica que las hembras. En el caso de la lota, este dimorfismo no 
parece deberse a un mayor porcentaje de grasa corporal en las hembras, ya que no 
existe dimorfismo sexual en el peso del higado (principal estructura almacenadora de 
lipidos en esta especie). En la tenca, por el contrario, si que existe dimorfismo sexual en 
el peso de este ôrgano (mayor en el caso de las hembras) pero no en el peso de la grasa 
perivisceral. Sin embargo, a pesar de no existir diferencias en el peso de la grasa 
perivisceral, si las hay en las correlaciones entre la leptina circulante y la adiposidad en 
los machos. Sin embargo, en las hembras existe una correlaciôn negativa entre el peso 
del higado y la leptina circulante, que no se da en los machos.
En la tenca, los niveles de leptina circulante se mantienen estables en verano, 
otoho e inviemo (desde junio hasta febrero), experimentando un marcado descenso en 
primavera (mayo), periodo anterior a la freza en esta especie. En L  lota también se han 
descrito variaciones en los niveles circulantes de leptina en relaciôn con el ciclo 
reproductor, con los valores mâs altos después de la freza (Mustonen y cols., 2002a). Si 
durante el invierno los animales experimentan una importante reducciôn de la ingesta, las 
hormonas que estimulan la ingesta y favorecen el incremento del peso corporal y la 
adiposidad (ghrelina y NPY) deberian estar elevadas en otoho, mientras que aquellas que 
favorecen la lipôlisis y el gasto energético e inhiben la ingesta (leptina) deberian 
presentar niveles bajos, de manera que se favorezca la acumulaciôn de réservas 
energéticas que puedan ser utilizadas como combustible metabôlico durante el periodo 
de ayuno. Por el contrario, durante el periodo de ayuno deberia producirse la situaciôn 
inversa para favorecer la movilizaciôn de las réservas energéticas (Nieminen y cols.,
2002). La fuerte caida de los niveles plasmâticos de leptina registrada en la tenca en 
mayo podria tener un importante significado adaptativo desde el punto de vista del 
metabolismo energético. La drâstica reducciôn de la leptina plasmâtica en primavera 
facilitaria el inicio de la recuperaciôn de las réservas energéticas, al desaparecer la 
posible inhibiciôn de la ingesta. Ademâs, este descenso podria deberse al ayuno 
experimentado por la tenca durante los meses frios precedentes (el descenso de la 
temperatura del agua de 21 a 10°C produce una marcada disminuciôn de la ingesta, 
hasta el punto de llegar casi a suprimirla, Guijarro y cols., 1999). Este efecto inhibidor del
213
V. DISCUSION
ayuno se ha observado también en mamiferos (Kolaczynski y cols., 1996) y peces 
(Johnson y cols., 2000; Nieminen y cols., 2003). No obstante, en la tenca el perfil 
estacional de las hormonas reguladoras del peso corporal no se ajusta a esta hipôtesis, 
probablemente debido a que ademâs de este periodo de ayuno, la reproducciôn es una 
de las funciones que mayor coste energético conlleva. Si la leptina estimula la 
movilizaciôn de grasa en los peces como lo hace en los mamiferos (Reidy y Weber, 
2000), los elevados niveles de leptina encontrados en la tenca en otoho e inviemo 
podrian estar promoviendo la movilizaciôn de las réservas grasas para su utilizaciôn en 
aspectos relacionados con la reproducciôn, como la sintesis de esteroides sexuales o la 
vitelogénesis.
En los mamiferos la leptina se ha relacionado con la funciôn reproductora (Ahima y 
cols., 1996; Barash y cols., 1996). En P. sungorus la reducciôn de la expresiôn del 
mensajero de la leptina es paralela a la atrofia gonadal (Klingenspor y cols., 1996). Por el 
contrario, en rata no se han hallado diferencias en los niveles séricos de leptina entre 
machos castrados, machos intactos y machos castrados con reemplazamiento de 
testosterona, lo que sugiere que la leptina no estâ regulada por las hormonas sexuales 
(Sohn y cols., 2002). En la tenca existe una correlaciôn negativa entre el peso de la 
gônada y los niveles plasmâticos de leptina en hembras pero no en machos, contrario a 
lo encontrado en mamiferos. Ademâs, en las hembras también hay una correlaciôn 
negativa entre la leptina circulante y el peso del higado, ôrgano clave en la reproducciôn 
en las hembras, dada su participaciôn en la vitelogénesis. En la rata se ha demostrado 
que el estradiol puede estimular la producciôn de leptina in vivo (Shimizu y cols., 1997). 
Es posible que los elevados niveles de estradiol en el plasma de las hembras de lota 
incrementen las concentraciones circulantes de leptina (Mustonen y cols., 2002a). En 
machos de lota se ha encontrado una correlaciôn negativa entre las concentraciones 
plasmâticas de leptina y los niveles de testosterona (Mustonen y cols., 2002a), que 
también ha sido descrita en humanos (Behre y cols., 1997) y en roedores (Wabitsch y 
cols., 1997). Sin embargo en la tenca, al menos en las hembras, no parece darse esta 
asociaciôn entre esteroides gonadales y leptina, ya que en primavera y verano las 
hormonas sexuales presentan sus niveles mâximos (Pinillos y cols., 2003), mientras que 
los niveles plasmâticos de leptina son minimos en mayo.
Otro de los factores que en mamiferos afectan a la leptina es la exposiciôn, tanto 
aguda (Puerta y cols., 2002) como crônica (Bing y cols., 1998), al frio. En ovejas se ha 
observado que la exposiciôn crônica a bajas temperaturas (0°C durante al menos 1 
semana) reduce los niveles plasmâticos de leptina (Asakuma y cols., 2003). En roedores.
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las bajas temperaturas suprimen la expresiôn génica de leptina via sistema nervioso 
simpâtico (Li y cols., 1997). Asi, en la rata Bing y colaboradores (1998) observaron que la 
exposiciôn prolongada al frio (4®C durante 21 dias) induce una disminuciôn en los niveles 
plasmâticos de leptina acompahada de una marcada pérdida de peso y un incremento en 
la ingesta. Este incremento en la ingesta no parece estar mediado por NPY ya que ni sus 
concentraciones hipotalâmicas, ni la expresiôn de su mensajero en el hipotâlamo se 
modifican. Sin embargo, en P. sungorus la expresiôn de leptina en el tejido adipose no se 
modifica por cambios en la temperatura ambiental (Klingenspor y cols., 1996).
Durante periodos de ayuno los peces pueden regular a la baja su metabolismo y 
conservar sus sustratos entrando en una situaciôn hipometabôlica (Foster y Moon, 1991). 
En los meses frios, por lo tanto, cabria esperar un descenso en los niveles circulantes de 
leptina. En la tenca, sin embargo, no hemos encontrado dicha reducciôn. No obstante, si 
como sugieren Koskela y colaboradores (1997), la ingesta y el peso corporal en peces 
expuestos a bajas temperaturas disminuyen inicialmente, pero aumentan tras varias 
semanas de exposiciôn al frio, no deberia esperarse una disminuciôn de la leptina 
plasmâtica en los meses frios. Esta ausencia de efecto de las bajas temperaturas sobre 
los niveles plasmâticos de leptina ha sido observada también en L  lota (Nieminen y cols., 
2003).
En humanos y roedores de laboratorio, la leptina muestra una fuerte asociaciôn 
positiva con la cantidad total de grasa corporal (Maffei y cols., 1995; Considine, 2001). 
Ademâs, en algunos mamiferos hibernantes los niveles de leptina no siempre varian de 
forma paralela al peso corporal y la adiposidad, sino que en determinada época del aho 
se produce un desacoplamiento entre sendos parâmetros, de modo que los niveles 
plasmâticos de leptina no reflejan la adiposidad {Myotis lucifugus, Kronfeld-Schor y cols., 
2000; M. auratus, Schneider y cols., 2000; Sorex araneus, Nieminen y Hyvàrinen, 2000; 
N. procyonoides, Nieminen y cols., 2001, 2002; Alopex lagopus, Nieminen y cols, 2001). 
En la tenca hemos hallado una correlaciôn positiva entre la leptina y el peso de la grasa 
perivisceral en los machos, pero no en las hembras. Johnson y colaboradores (2000) 
encontraron en dos especies de teleôsteos {L macrochirus y P. annularis) una 
correlaciôn positiva entre el porcentaje de grasa corporal y las concentraciones 
cerebrales de leptina, pero no con la leptina plasmâtica. Por el contrario, mientras que en 
las hembras la leptina circulante se correlaciona negativamente con el peso corporal, 
hepâtico y gonadal, en los machos no se dan estas correlaciones. En L  lota los niveles 
plasmâticos de leptina aumentan después de la freza coincidiendo con una disminuciôn 
del peso corporal y de la adiposidad del higado (Mustonen y cols., 2002a,b). Es probable
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que si en nuestro estudio las correlaciones entre leptina plasmâtica y peso corporal se 
hubiesen realizado en individuos correspondientes a cada punto de muestreo, y no 
considerando todos los datos del estudio anual, se hubiese podido establecer si en 
determinadas épocas del aho ambos parâmetros se correlacionan y si cambia el signo de 
esa correlaciôn dependiendo de la estaciôn. Este resultado en la tenca concuerda con los 
resultados del estudio de Vera y colaboradores (2004b) en el que tras someter a sargos 
picudos (D. puntazzo) a dos semanas de ayuno no encuentran modificaciones en los 
niveles plasmâticos de leptina, aunque los autores de este estudio no descartan que esta 
ausencia de modificaciones se deba a que el periodo de ayuno no fue lo suficientemente 
largo como para inducir cambios.
Las respuestas hipotalâmicas y metabôlicas a la leptina estân reguladas 
principalmente por el fotoperiodo, mâs que por cambios estacionales en las réservas de 
grasa, esteroides sexuales o la propia concentraciôn de leptina. Asi, en P. sungorus se 
ha observado que la infusiôn crônica de leptina murina a dosis fisiolôgicas induce pérdida 
de peso y de grasa corporal en hâmsters expuestos a fotoperiodos cortos, mientras que 
no tiene efecto en animales mantenidos en fotoperiodos largos (Atcha y cols., 2000). Este 
efecto no se acompaha de una reducciôn de la ingesta, sugiriendo una posible acciôn 
directa de la leptina en el balance energético (Rousseau y cols., 2002). La exposiciôn a 
fotoperiodos cortos disminuye la expresiôn génica y la liberaciôn de leptina en el tejido 
adiposo (Klingenspor y cols., 1996; 2000), lo que sugiere que esta hormona puede estar 
involucrada en las adaptaciones estacionales de los mamiferos mediadas por el 
fotoperiodo, independientemente de su estado nutricional. De hecho, en el hâmster sirio 
se ha descrito un ritmo diario de los niveles plasmâticos de leptina inverso al de 
melatonina plasmâtica, lo que sugiere que el ritmo de leptina en esta especie depende de 
la pineal (y por tanto de la melatonina) y/o del fotoperiodo (Gündüz, 2002). En la rata se 
ha observado que la pinealectomia incrementa la liberaciôn de leptina y que la 
administraciôn de melatonina a ratas pinealectomizadas revierte este efecto. Ademâs, la 
administraciôn de melatonina disminuye los niveles plasmâticos de leptina tanto en ratas 
intactas como pinealectomizadas (Canpolat y cols., 2001).
La administraciôn periférica crônica de leptina en ciertos peces (0. kisutch, Baker y 
cols., 2000; L  cyanellus, Londraville y Duvall, 2002) no parece afectar al peso corporal, lo 
que ha llevado a sugerir que en condiciones de metabolismo lento, como muestran en 
ciertas ocasiones los vertebrados ectotermos, la leptina podria actüar 
predominantemente como una sehal de saciedad, en vez de como regulador de la 
homeostasis energética a largo plazo. Asi, el tratamiento crônico con leptina en
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L  cyanellus no modlfica ninguno de les indicadores tradicionales de respuesta a la leptina 
en el organisme complete (modificaciones fenotipicas), come son el peso corporal, la 
ingesta, la grasa corporal, el peso hepatico y cardiaco (Londraville y Duvall, 2002). A 
pesar de esta ausencia de efectos de la leptina sobre estes indicadores, les peces 
parecen responder a la leptina de acuerdo a las funciones que esta hormona ejerce en 
los mamiferos (modificaciones en les niveles de expresiôn de CART en G. auratus, 
Voikoff y Peter, 2001; regulaciôn de la liberaciôn de LH en D. labrax, Peyon y cols, 2001; 
incremento de la concentraciôn de la protelna de union a acides grasos en L  cyanellus, 
Londraville y Duvall, 2002). De modo que Londraville y Duvall (2002) sugieren que si la 
leptina es una defensa trente al ayuno més que una senal lipostatica (Ahima y Flier,
2000) debe ejercer su acciôn màs lentamente en los peces debido a que estes pueden 
sobrevivir durante mas tiempo que los mamiferos en condiciones de ayuno. Por le tanto, 
y si esta hipôtesis es cierta, para que los efectos globales de la administraciôn de leptina 
(como cambios en la masa corporal), sean évidentes esta debena realizarse durante 
varies meses. De hecho, una prueba a favor la tenemos en nuestro estudio con las 
correlaciones entre los niveles plasmàticos de leptina y los pesos corporal y de la grasa 
perivisceral.
Las concentraciones plasmaticas de leptina pueden variar dependiendo de la 
composiciôn de la dieta. En ratas alimentadas durante 5 meses con una dieta rica en 
grasa se produce un incremento del 189% en la leptinemia, acompariado de un 
incremento del 48% en la adiposidad respecte a ratas alimentadas con una dieta baja en 
grasa (Stricker-Krongrad y cols., 1998). Ademas, en ratas que muestran de forma 
espontanea preferencia por las dietas con un elevado contenido en grasa se ha descrito 
un incremento de mas del 50% en los niveles circulantes de leptina respecte a las ratas 
que muestran preferencia por la dieta rica en carbohidratos (Beck y cols., 2001). Como se 
discutiô anteriormente para el NPY y la ghrelina, las variaciones observadas en los 
niveles plasmaticos de leptina en la tenca podrian deberse, al menos en parte, a un 
cambio cualitativo en su diteta a lo largo del ario. Sin embargo, como sucede con los dos 
péptidos orexigénicos estudiados, esta hipôtesis contradice los resultados del estudio de 
Vera y colaboradores (2004b), en el que los cambios en la composiciôn de la dieta no 
inducen modificaciones en los niveles circulantes de leptina en el sargo picudo.
Nieminen y colaboradores (2002) sugieren que las variaciones estacionales de los 
niveles plasmaticos de leptina en el perro mapache podrian estar determinadas por un 
reloj endôgeno sincronizado por un “zeitgeber” exôgeno. Klingenspor y colaboradores 
(1996) han sugerido que la leptina podrla estar implicada en las adaptaciones
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estacionales mediadas por el fotoperiodo independientemente del ayuno o la 
sobrealimentaciôn en mamiferos. Estos autores han observado una marcada reducciôn 
de la expresiôn del ARNm de la leptina en la grasa blanca de P. sungorus durante el 
inviemo y un incremento en verano, independientemente de los cambios en la 
temperatura ambiental. Este patrôn estacional es paralelo a los cambios en el peso 
corporal (que se deben a cambios en la cantidad de grasa) y en el fotoperiodo. Mercer y 
colaboradores (2000) encontraron en esta misma especie una disminuciôn de la 
expresiôn génica del receptor de leptina en el ARC y de la proteina en el tejido adiposo, 
asi como de los niveles circulantes de leptina como consecuencia de la exposiciôn a 
fotoperiodos cortos.
Una de las principales funciones de la reducciôn dréstica en los niveles plasmaticos 
de leptina parece ser la desinhibiciôn de la producciôn de NPY, activândose los 
mecanismos neuroendocrinos de respuesta al ayuno (Ahima y cols., 1996). En la tenca, 
sin embargo, no hemos hallado una correlaciôn entre el contenido hipotalàmico ni 
telencefélico de NPY con los niveles circulantes de leptina, lo que podrla estar sugiriendo 
que en esta especie las acciones de ambos reguladores son independientes. Estos 
resultados no estén de acuerdo con la reducciôn de la expresiôn del mensajero de NPY 
en el cerebro de G. auratus, concretamente en el telencéfalorérea preôptica y en el 
hipotélamo, causada por la administraciôn central de leptina murina (Voikoff y cols.,
2003). Ademas, estos autores sugieren que el NPY incrementa la capacidad de 
respuesta trente a la leptina, probablemente a través de una regulaciôn al alza de los 
receptores para esta hormona. Ademas, la administraciôn central de esta hormona 
atenüa el efecto estimulador de la ingesta inducido tanto por NPY como por orexina-A y 
reduce la expresiôn del ARNm del NPY a nivel hipotalàmico.
La leptina podria también regular la ingesta a través de la modulaciôn de la 
producciôn de ghrelina, ya que estudios recientes han puesto de manifiesto que el 
incremento en la expresiôn hipotalàmica de leptina suprime el aumento del apetito 
inducido por ghrelina, y que la leptina periférica disminuye la secreciôn de ghrelina por el 
estômago (Kaira y cols., 2003). A su vez, las acciones de la leptina son antagonizadas 
por la ghrelina (Shintani y cols., 2001). En nuestro estudio, sin embargo, hemos 
encontrado una correlaciôn positiva entre los niveles plasmàticos de leptina y ghrelina en 
tencas machos, que no confirmaria esta hipôtesis para la tenca.
En humanos se han descrito ritmos diarios de los niveles plasmàticos de leptina, 
con un màximo poco después de la media noche y valores minimos airededor del 
mediodia (Laughiin y Yen., 1997; Saad y cols., 1998; Kanabrocki y cols., 2001; KaIra y
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cols., 2003), pudiendo estar este incremento noctumo relacionado con la supresiôn del 
apetito durante las horas de suerio (Shina y cols., 1996). No se trata de un verdadero 
ritmo circadiano, sino que depende del patrôn de alimentaciôn, ya que cambios en el 
horario de alimentaciôn, sin modificar los patrones de sueno, modifican el ritmo de leptina 
(Schoeller y cols., 1997). En rata se ha demostrado que la expresiôn del mensajero de 
leptina en el tejido adiposo también es rltmica, y que esta ritmicidad esta estrechamente 
asociada a la ingesta (Saladin y cols., 1995). En esta misma especie también existe un 
patrôn diario en la expresiôn del mensajero de leptina en los adipocitos, con valores 
reducidos durante la fase luminosa y elevados durante la fase oscura (Xu y cols., 1999). 
En este mismo estudio la expresiôn del receptor de leptina también muestra un perfil 
diario, aumentando abruptamente al comenzar el comportamiento alimentario y 
disminuyendo progresivamente durante la fase oscura. El ritmo de la leptina plasmàtica 
es diferente al de la expresiôn adipocitica de su mensajero, aumentando 4 h después del 
inicio del comportamiento alimentario (Xu y cols., 1999). Este ritmo diario de leptina 
plasmàtica està encarrilado por el momento de la alimentaciôn, de modo que cuando se 
restringe el acceso al alimente a 2 h durante la fase luminosa, se produce un cambio de 
fase, registràndose el valor màximo después de la ingestiôn de alimente, persistiendo 
este ritmo durante dos ciclos en condiciones de ayuno (Martinez-Meiios y cols., 2004). 
Sin embargo, cuando tras un période de restricciôn del horario de alimentaciôn se permite 
el acceso al alimente ad libitum, el ritmo de leptina en condiciones de ayuno pasa a estar 
sincronizado por la alternancia luz/oscuridad. En la tenca, que como la rata es un animal 
de hàbitos nocturnes y que en nuestro estudio dispone de alimente a lo largo de 24 h, 
cabria esperar la apariciôn de un valor màximo de leptina durante la noche, asociado al 
comportamiento alimentario. Sin embargo, no hemos encontrado un ritmo diario 
significativo en ninguno de los puntos de muestreo. No existe ningùn estudio previo en 
peces que investigue posibles ritmos diarios de esta hormona. Esta ausencia de ritmo 
diario se ha encontrado también en el hàmster siberiano (Drazen y cols., 2000) y en los 
niveles plasmàticos de leptina en ratas lactantes y no lactantes (Asakuma y cols., 2004), 
si bien, los niveles de leptina en el liquide cefalorraquideo son menores durante la fase 
oscura que durante la fase luminosa del fotociclo diario, lo que llevô a estos autores a 
sugerir que es la leptina del liquide cefalorraquideo, màs que la présente en la circulaciôn 
periférica, la que afecta a los patrones de alimentaciôn diarios.
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3.4. MONOAMINAS.
El contenido hipotalàmico de monoaminas en el présente estudio en tencas adultas 
es de un orden de magnitud similar al descrito en alevines de tenca (De Pedro y cols., 
1998b; 2003) y en carpin dorado (De Pedro y cols., 2001a), y al descrito por otros autores 
que utilizaron el mismo método de determinaciôn (HPLC con detecciôn electroquimica) 
(Sloley y cols., 1986, 1992; Winberg y cols., 1997; 0verli y cols., 1999), aunque para 
hacer este anàlisis comparative es necesario tener en cuenta factores como la especie, la 
edad y el tamaho del pez, el estado nutricional, las regiones encefàlicas estudiadas, la 
estaciôn del aho y el momento del ciclo diario en que se realizan los muestreos.
La determinaciôn del contenido hipotalàmico de monoaminas proporciona una 
informaciôn limitada acerca de su actividad biolôgica, de forma que una disminuciôn en la 
concentraciôn de una determinada monoamina puede interpretarse bien como una mayor 
utilizaciôn del neurotransmisor o bien como una reducciôn en su smtesis. Sin embargo, 
una forma util de discriminer entre estas dos opciones es mediante el anàlisis conjunto de 
la monoamina y su metabolito, concretamente con el cociente entre el metabolite de 
degradaciôn y la monoamina, que estima el indice de recambio o de utilizaciôn del 
neurotransmisor. De este modo, numerosos estudios utilizan los cocientes HMPG/NA, 
DOPAC/DA y 5-HIAA/5-HT como indices de las activrdades noradrenérgica, 
dopaminérgica y serotoninérgica, respectivamente (Winberg y Nilsson, 1993).
El contenido hipotalàmico de NA sigue un patrôn estacional similar en ambos 
sexos, y paralelo al mostrado por la ghrelina plasmàtica, con valores bajos en noviembre 
y febrero y màs elevados en mayo y agosto. Esto estaria de acuerdo con el papel 
orexigénico de ambos reguladores en los vertebrados (Capuano y cols, 1992; Wellman y 
cols., 1993; Broglio y cols., 2003; Horvath y cols., 2003). Como se discutiô en el caso de 
la ghrelina, el elevado contenido hipotalàmico de NA tras el desove contribuiria a la 
recuperaciôn de las réservas energéticas, probablemente mediante la estimulaciôn que 
esta catecolamina ejerce sobre la ingesta, como se ha demostrado previamente en C. 
auratus (De Pedro y cols., 1998a). Sin embargo, tampoco en el caso de la NA se ha 
encontrado una relaciôn entre el ayuno invernal y esta amina en la tenca, coincidiendo 
con una falta de correlaciôn en el présente estudio entre el peso corporal y la NA 
hipotalàmica.
En nuestro estudio, el contenido hipotalàmico de DA muestra variaciones 
significatives a lo largo del ario, siendo en invierno menor que en verano con los niveles 
màs altos en agosto, patrôn idéntico al seguido por el indice de recambio dopaminérgico.
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Esta baja actividad dopaminérgica en prima vera, después de un période de ayuno 
proiongado podria tener como objetivo reducir ai màximo una de las seriales anoréticas 
del organisme, permitiendo asi, gracias a un incremento importante de la ingesta, la 
recuperaciôn de las réservas energéticas. Estos resultados estàn de acuerdo con el papel 
inhibidor de la ingesta descrito para la DA tanto en mamiferos (Bednar y cols., 1995; 
Bernardis y Bellinger, 1996; Yang y cols., 1997), como en peces (De Pedro y cols., 
1998a); asi como con la reducciôn observada en dicha catecolamina tras un ayuno de 7 
dias en C. auratus (De Pedro y cols., 2001a). Sin embargo, no coinciden con un estudio 
previo en la tenca, en el que una semana de ayuno incrementa el contenido hipotalàmico 
de DA y NA (De Pedro y cols., 2003), aunque estos autores sugieren que este incremento 
podria deberse màs a la situaciôn de estrés generada que a la propia falta de alimente, 
dado el caràcter fàcilmente estresable de las tencas. En el présente estudio esta 
hipotética situaciôn de estrés no se produce, dado que el ayuno observado en invierno en 
condiciones naturales no es un ayuno impuesto, sino màs bien un mécanisme de 
adaptaciôn utilizado por las tencas a las bajas temperaturas de invierno.
De forma paralela, el mayor contenido de DA en el hipotàlamo de las tencas del 
présente estudio en verano, época del ario en que tiene lugar una importante actividad 
alimentaria coincide con un estudio previo en esta misma especie, en el que se describe 
un incremento en el contenido hipotalàmico de DA con la alimentaciôn (De Pedro y cols., 
1998b). En los mamiferos se ha observado que la alimentaciôn tarnbién estimula la 
sfntesis (Femstrom y Fernstrom, 1994) y liberaciôn (Yang y cols., 1996; Hajnal y Lénàrd, 
1997; Westerink y cols., 1997) de DA. Por ejemplo, en la rata la ingesta de proteinas 
estimula la sfntesis y liberaciôn de DA en neuronas encefàlicas, probablemente 
hipotalàmicas, a través de la modificaciôn de la disponibilidad de tirosina (aminoàcido 
precursor de la DA) en el SNC (Fernstrom y Fernstrom, 1994). Esta relaciôn entre 
ingesta, disponibilidad del precursor y catecolaminas ha sido propuesta también para los 
peces por Spieler (1992). En cuanto al contenido de DOPAC, los datos de que se 
disponen son contradictorios, ya que mientras que en unos casos el DOPAC, y por lo 
tanto la tasa de recambio, aumenta con la alimentaciôn (Thibault, 1992; Westerink y cols.,
1994), en otros se incrementa en situaciones de ayuno (Page y cols., 1993) o de 
reducciôn de la ingesta (Orosco y Nicolaidis, 1994). En C. auratus el ayuno no modifica el 
metabolismo de la DA, pero reduce su contenido hipotalàmico (De Pedro y cols., 2001a), 
lo que sugiere que esta reducciôn podria deberse màs a una disminuciôn de su sfntesis 
que a un aumento de su utilizaciôn; mientras que en el présente estudio encontramos una 
reducciôn tanto de la DA como de su metabolito, pudiendo deberse estas diferencias a la 
distinta duraciôn del periodo de ayuno.
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En la tenca, al igual que se ha sugerido para otros teleôsteos, el contenido 
hipotalàmico de monoaminas muy probablemente esté modulado, ademàs de por la 
alimentaciôn, por los esteroides sexuales. Numerosos estudios han descrito, en 
diferentes especies de teleôsteos, variaciones en el contenido encefàlico de monoaminas 
relacionadas con el ciclo reproductor (Saligaut y cols., 1999; Trudeau y cols., 1993a; 
Senthiikumaran y Joy, 1995, 1996; Joy y cols., 1998; Hemàndez-Rauda y Aldegunde, 
2002). Sin embargo, los datos disponibles revelan que no existe un patrôn comûn en 
todas las especies, sino que las modificaciones de los sistemas monoaminérgicos a lo 
largo del ciclo reproductor son muy variadas (Khan y Joy, 1988a; Guerrero y cols., 1990; 
Manickam y Joy, 1990; Senthiikumaran y Joy, 1995). En la tenca la tasa de recambio de 
DA es màxima en agosto, después de la freza, y va disminuyendo a lo largo del ario 
hasta alcanzar los niveles minimos en febrero y mayo. La baja actividad dopaminérgica 
observada en mayo en nuestro estudio concuerda con el efecto inhibidor de la DA sobre 
la liberaciôn, basai o inducida por GnRH, de GTH II observado en distintas especies de 
teleôsteos (Trudeau y Peter, 1995; Senthiikumaran y Joy, 1996), de forma que esta baja 
actividad del sistema dopaminérgico durante la primavera favoreceria la liberaciôn de las 
gonadotropinas necesarias para iniciar el desove. Estos resultados también estàn de 
acuerdo con estudios previos en hembras de trucha arcoiris y carpin dorado, en los que 
la actividad dopaminérgica, tanto en el hipotàlamo como en el telencéfalo, disminuye con 
la recrudesdencia gonadal (Saligaut y cols., 1999; Trudeau y cols., 1993b). También en 
Heteropneustes fossilis parece requerirse una reducciôn del tono inhibitorio 
dopaminérgico que permita la freza, ya que tanto los niveles de DA como su tasa de 
recambio estàn elevados durante la fase de repose del ciclo reproductor y disminuyen 
durante el desarrollo gonadal hasta alcanzar los niveles minimos durante la freza 
(Senthiikumaran y Joy, 1995). Una situaciôn algo diferente se ha descrito en machos de 
pargo amariilo {Lutjanus argentiventris), especie que tiene un periodo proiongado de freza 
que se extiende desde septiembre hasta febrero y el resto del ario incluye un periodo de 
repose gonadal, seguido del estado preparatorio de la freza. En esta especie el DOPAC y 
el cociente DOPAC/DA en el hipotàlamo aumentan con el desarrollo gonadal 
(Hernàndez-Rauda y Aldegunde, 2002).
Une de los mecanismos propuestos para la acciôn de los esteroides gonadales 
sobre los sistemas monoaminérgicos encefàlicos implicaria la activaciôn de las enzimas 
de la ruta biosintética, DApOH y la PNMT (Senthiikumaran y Joy, 1996). Ademàs, se han 
descrito fibras dopaminérgicas que inervan el àrea preôptica y que pueden contribuir a la 
modulaciôn de la actividad de las neuronas productoras de GnRH (Goos y cols., 1985). 
Esta modulaciôn, aunque en general es de tipo inhibidor, varia considerablemente su
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potencia entre especies, pudiendo ser fuerte, moderada o incluse inexistante (Peter y 
cols., 1991; Yaron, 1995). Por otro lado, los cambios en la actividad noradrenérgica a lo 
largo del ciclo reproductor podrian estar relacionados con el control de la secreciôn de 
GTH II (Hernandez-Rauda y Aldegunde, 2002), dado que la NA facilita la liberaciôn de 
GTH II (Trudeau y Peter, 1995; Senthiikumaran y Joy, 1996).
En la tenca el contenido hipotalàmico de A sigue un perfil anual con los valores màs 
elevados en inviemo en ambos sexos. En estudios previos realizados en carpin (De 
Pedro y cols., 2001b) y en alevines de tenca (De Pedro y cols., 2003) no se han podido 
relacionar los niveles hipotalàmicos de esta monoamina con el control de la alimentaciôn, 
por lo que en principio cabe esperar que las diferencias anuales observadas en el 
présente estudio no dependan de los cambios estacionales de la alimentaciôn ya que ni 
en el carpin ni en alevines de tenca el ayuno modifica el contenido hipotalàmico de esta 
monoamina. Estos resultados podrian indicar que esta catecolamina no desempena un 
papel clave en la regulaciôn de la alimentaciôn, al menos en estas especies. 
Desconocemos, por el momento, el significado biolôgico del ciclo anual de la adrenalina 
en la tenca, aunque hay que tener en cuenta que podria venir determinado por factores 
tanto endôgenos como ambientales (luz, temperatura), que requeririan un estudio més 
detallado para poder determinar su posible implicaciôn en la modulaciôn de este ritmo.
En las tencas adultas las concentraciones de 5-HT son màximas en las estaciones 
càlidas y minimas en las estaciones frias. En ambos sexos, el contenido de 5-HIAA 
aumenta desde valores minimos en primavera, para alcanzar el màximo en verano y 
disminuir manteniéndose astable durante otorio e invierno. Estas modificaciones en la 
5-HT y su metabolito dan lugar a un patrôn anual de actividad serotoninérgica idéntico en 
ambos sexos, con los valores màs elevados en verano y los màs bajos en primavera. 
Distintas aproximaciones comportamentales y farmacolôgicas que producen un 
incremento de la transmisiôn serotoninérgica en el SNC inducen saciedad en diferentes 
especies de mamiferos (Meguid y cols., 2000; Costentin, 2003; Heisler y cols., 2003). 
Ademàs, se ha demostrado que la 5-HT està involucrada en la regulaciôn de la 
alimentaciôn en vertebrados, de hecho, la administraciôn central de 5-HT ejerce un efecto 
inhibitorio sobre la ingesta, tanto en mamiferos (Dagnault y cols., 1993; Gibson y cols, 
1993) como en peces (De pedro y cols., 1998c). Sin embargo, no se han encontrado 
modificaciones en el sistema serotoninérgico en respuesta a la cantidad de alimente en 
mamiferos, donde el ayuno no modifica el contenido hipotalàmico de 5-HT ni de su 
metabolito (Hunsicker y cols., 1992). En el carpin ni el ayuno ni la realimentaciôn 
modifican los niveles hipotalàmicos de 5-HT (De Pedro y cols., 1998c). En Coregomus
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lavaretus la restricciôn del alimente (media o alta) tampoco parece afectar a las 
concentraciones de 5-HT y 5-HIAA en distintas areas cerebrales (telencéfalo, hipotàlamo 
y tallo cerebral), aunque si modifica el indice de recambio de esta indolamina, siendo 
mayor en el grupo expuesto a una restricciôn alta (Jobling y cols., 1999). Este fenômeno 
podria explicar en parte los resultados de nuestro estudio ya que, en inviemo, durante la 
época de ayuno, la actividad serotoninérgica es elevada respecte a otorio y mayo, 
mientras que en primavera, cuando se reinicia la alimentaciôn es baja. Sin embargo, esta 
hipôtesis no justificaria la elevada tasa de recambio observada en agosto, que podria 
estar relacionada con otros factores como las interacciones sociales. En este sentido se 
ha descrito que la actividad de los sistemas monoaminérgicos està altamente influenciada 
por las interacciones sociales y la jerarquia que se establece entre individuos, tanto en el 
comportamiento alimentario como sexual. Por ejemplo, en Salvelinus alpinus, un bajo 
estatus social se correlaciona con una elevada actividad serotoninérgica (Winberg y 
Nilsson, 1993), como indican los elevados niveles encefàlicos de 5-HIAA. También en 
Haplochromis burtoni se han hallado diferencias entre machos no territoriales y los que si 
lo son, siendo tanto la relaciôn 5-HIAA/5-HT como el contenido de 5-HIAA superiores en 
los primeros (Winberg y cols., 1997). Por otra parte también se ha observado que el 
estrés produce un aumento de la actividad serotoninérgica en el encéfalo de los 
teleôsteos (Winberg y Nilsson, 1993; Winberg y cols., 1993a; Winberg y cols., 1993b; 
0verli y cols., 1999). En este sentido, cabria pensar en las elevadas temperaturas del 
verano como factor de estrés para las tencas, justificando el alto contenido de 5-HT, asi 
como la elevada actividad serotoninérgica observada en esta estaciôn.
La posible relaciôn del ciclo anual de serotonina con el ciclo reproductor en los 
teleôsteos depende de la especie. Hemàndez-Rauda y Aldegunde (2002) no hallaron 
modificaciones en la 5-HT hipotalàmica ni hipofisaria, ni en los niveles hipotalàmicos de 
5-HIAA a lo largo del ciclo reproductor de machos de pargo amariilo, pero si en el 
contenido telencefàlico, disminuyendo tanto el contenido como la actividad 
serotoninérgica entre los periodos de pre-freza y freza. Sin embargo, el contenido 
hipotalàmico de 5-HT varia significativamente a lo largo del ciclo reproductor en Channa 
punctatus] los niveles màximos se alcanzan, como en la tenca, después de la freza 
(noviembre) y van disminuyendo durante el periodo preparatorio (febrero) y el periodo 
pre-freza (mayo) (Khan y Joy, 1988a). En este mismo estudio se muestra un patrôn 
estacional invertido para la actividad MAO, que va aumentando desde noviembre hasta 
mayo. Pruebas a favor de esta regulaciôn fisiolôgica de las gonadotropinas por la propia 
5-HT se ha obtenido en Microppogonias undulatus (Khan y Thomas, 1993), C. auratus 
(Trudeau, 1997) y Solea senegalensis (Rodriguez-Gômez y cols., 2000).
224
V. DISCUSION
En nuestro estudio no hemos encontrado variaciones diarias en el contenido 
hipotalàmico de ninguna de las monoaminas estudiadas (NA, DA, A y 5-HT). Estos datos 
coinciden con los descritos para distintas regiones encefàlicas del polio, entre las que se 
encuentra el hipotàlamo, en las que no hay variaciones dia/noche en los niveles de 
ninguna de las monoaminas (Siuciak y cols., 1992). Sin embargo, discrepan de lo descrito 
tanto en mamiferos (Ozaki y cols., 1993; Arutiunian y cols., 2001), como en teleôsteos 
(Khan y Joy, 1987, 1988a,b; Hemàndez-Rauda y Aldegunde, 2002). Datos previos de 
nuestro grupo de investigaciôn muestran en alevines de tenca la existencia de 
variaciones diarias en el contenido hipotalàmico de A, DA y NA, con la acrofase durante 
la fase luminosa del ciclo luz/oscuridad, concretamente 4 h después de la ingestiôn de 
alimente (De Pedro y cols., 1998b), por lo que se sugiere que estos ritmos podrian venir 
determinados por el horario de alimentaciôn. La discrepancia entre ambos trabajos puede 
explicarse en base a diferencias en el diserio experimental. En primer lugar, los peces 
utilizados en el présente estudio son adultos sexualmente maduros trente a los alevines 
utilizados en el trabajo anterior (De Pedro y cols., 1998b). Esta diferencia de edad puede 
tener gran importancia, ya que como se serialô anteriormente existe una relaciôn entre 
los esteroides sexuales y el metabolismo de las catecolaminas (Saligaut y cols., 1990, 
1993), y ademàs, la acciôn de los esteroides gonadales sobre el metabolismo 
catecolaminérgico parece depender del momento del ciclo reproductor (Manickam y Joy, 
1990; Senthiikumaran y Joy, 1995). Otra posibilidad que no podemos descartar es el 
diferente patrôn de alimentaciôn en ambos estudios, ya que en el présente trabajo el 
alimente està disponible ad libitum a lo largo de todo el dia y los peces se muestrean tras 
24 h de ayuno, mientras que en el estudio de De Pedro y colaboradores (1998b) la 
disponibilidad de alimente se restringe a unas horas al dia, durante la fase luminosa del 
fotociclo diario.
La expresiôn de los ritmos diarios de monoaminas parece depender del momento 
del ciclo reproductor en que se estudien. Asi, en Channa punctatus se han descrito 
variaciones diarias en el contenido hipotalàmico de 5-HT y en la actividad MAO en la fase 
preparatoria (febrero) del ciclo reproductor, con los niveles màximos en la mitad de la 
fotofase y en la mitad de la escotofase respectivamente, mientras que este ritmo 
desaparece en el periodo pre-freza (mayo) y post-freza (noviembre) (Khan y Joy, 1988b). 
Por otro lado, no podemos descartar que los ritmos estén présentes en tencas 
individuals, pero con distintas fases, lo que condicionaria una pérdida de la posible 
ritmicidad al realizar la media de los valores individuales. Finalmente, otra posible 
explicaciôn a la ausencia de ritmo en el présente trabajo es que, aunque los ritmos de los 
distintos peces estén en fase, existan diferencias de amplitud entre ellos, y al aplicar los
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valores medios se produzca un efecto de amortiguaciôn de los mismos. Estas posibles 
diferencias en fases y amplitudes de ritmos entre individuos se evitan en estudios de 
ritmicidad en los que se utiliza el mismo individuo, pero es una limitaciôn insalvable 
cuando se utilizan distintos animales porque es necesario sacrificar los peces para 
obtener los valores que conforman el perfil ritmico.
Hemos encontrado oscilaciones diarias en el contenido de HMPG y de DOPAC en 
agosto, siendo el ritmo de ambos metabolitos inverso. Estos ritmos diarios en los 
metabolitos de NA y DA se traducen en ritmos diarios en el cociente 
metabolito/catecolamina en agosto, y ponen de manifiesto una actividad noradrenérgica 
disminuida y una actividad dopaminérgica incrementada durante la escotofase. Esta 
relaciôn aparentemente antagônica entre la actividad noradrenérgica y dopaminérgica 
esta en concordancia con el papel que ambas catecolaminas ejercen sobre la ingesta en 
teleôsteos, la NA la estimula a través de receptores ai (De Pedro y cols., 1995a; 1998a) y 
la DA la inhibe (De Pedro y cols., 1998a,b). Si los ritmos asociados a la alimentaciôn 
persistieran tras 1 dia de ayuno, es razonable que la actividad noradrenérgica se 
incremente antes del momento de la ingesta produciendo una serial estimuladora del 
apetito, y que concomitantemente se produzca la reducciôn de la serial inhibitoria gracias 
a la disminuciôn de la actividad dopaminérgica.
En invierno, ademàs, hemos encontrado un ritmo diario de actividad serotoninérgica 
con los valores màximos del cociente 5-HIAA/5-HT en el primer tercio de la fase luminosa 
en concordancia con los datos encontrados en el polio (Siuciak y cols., 1992). Este ritmo 
no està asociado a la alimentaciôn, dado que en esta estaciôn los peces no se alimentan, 
pero podria estar asociado a cambios en el fotoperiodo y a la regulaciôn de otros ritmos, 
dado que numerosos estudios realizados en mamiferos han puesto de manifiesto una 
relaciôn mutua entre la 5-HT cerebral y el ciclo luz-oscuridad ambiental, segün la cual la 
luz modula el ritmo de la indolamina y ésta modula las respuestas de los ritmos 
circadianos a la luz (Ozaki y cols., 1993). Ademàs, la intensidad de la luz es importante 
en la modulaciôn del ritmo de serotonina en el rafe, ya que dependiendo de ésta la 
acrofase varia (Cagampang y cols., 1993). Parece ser que el incremento en el contenido 
de 5-HT se relaciona màs con la transiciôn oscuridad-luz que con la luz per se, lo que 
podria explicar el posible papel de la 5-HT en la sincronizaciôn a los ciclos luz-oscuridad.
Finalmente, hay que ariadir que, a pesar de que en mamiferos se han realizado 
varios estudios que muestran la existencia de ritmos diarios en las monoaminas 
(Wesemann y cols., 1989; Ferraro y Steger, 1990; Cagampang y cols., 1993; Ozaki / 
cols., 1993), la comparaciôn con nuestros resultados es compleja ya que en nuestro caso
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la determinaciôn de los niveles de monoaminas se realizô en un érea encefalica grande, 
como es el hipotàlamo, mientras que en mamiferos estos estudios se llevan a cabo, 
generalmente, en nûcleos concretos o bien en el liquide cefalorraquideo, donde los datos 
obtenidos representan sôlo la cantidad de monoaminas liberada, mientras que en nuestro 
caso los resultados obtenidos reflejan la cantidad de monoaminas sintetizada, 
almacenada y liberada.
4. CONTENIDO DE MELATONINA Y ACTIVIDAD AA-NAT EN EL TEJIDO 
OCULAR DE Tînca tinca.
4.1. VARIACIONES DIARIAS Y ESTACIONALES. PAPEL DE LA TEMPERATURA.
En el présente estudio se describe por primera vez la existencia de ritmos de 
melatonina y actividad AA-NAT en la retina de la tenca. Ambos paràmetros muestran una 
ritmicidad diaria en primavera y verano, con valores nocturnes significativamente màs 
elevados que los diurnes. La concentraciôn de MEL ocular en la tenca es de un orden de 
magnitud similar a la medida por ELISA en las retinas de D. labrax (Garcfa-Allegue y 
cols., 2001), pero superior a la descrita en E. lucius (Falcôn y Collin, 1989) y en 
Salvelinus fontinalis (Zachmann y cols., 1992b). Existen otros estudios publicados sobre 
producciôn de MEL en la retina de peces, pero utilizando sistemas de cultives, estàticos o 
en superfusiôn, y en los que se analiza la liberaciôn de la indolamina al medio de cultive 
(Cahill, 1996). En la tenca existe un ûnico estudio previo en el que se determinan por 
enzimoinmuno ensayo niveles de melatonina circulante en el mes de septiembre a medio 
dia y a media noche, encontrando valores de 15 y 87 pg/ml, respectivamente (Rebollar y 
cols., 1999).
El ritmo diario, tanto de actividad AA-NAT como de MEL ocular en la tenca muestra 
el perfil clàsico, es decir, niveles màximos de MEL durante la escotofase y minimos en la 
fase luminosa del fotociclo diario. Sin embargo, en algunos teleôsteos se ha descrito algo 
inusual en los vertebrados, ritmos inversos con concentraciones oculares diurnas 
mayores que las noctumas, como asi sucede en O. mykiss (Gern y cols., 1978), S. 
fontinalis (Zachmannn y cols., 1992b) y D. labrax (Sanchez-Vàzquez y cols., 1997; ligo y 
cols., 1997c; Bayarri y cols., 2003). En la actualidad se ignora la explicaciôn a esta 
diferencia crucial en la sintesis de MEL ocular y pineal, aunque algunos estudios plantean 
que podria justificarse en base a una distinta funcionalidad de la MEL de origen pineal y 
de origen ocular. La melatonina producida por la retina podria ser utilizada por el pez 
como una serial paracrina, transductora de la fase luminosa en estas especies, mientras 
que la melatonina plasmàtica (que muestra un clàsico perfil nocturne) actuaria como una
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serial de oscuridad, al igual que en el resto de las especies. A favor de esta posibilidad se 
ha demostrado la existencia de dos isoenzimas de la AA-NAT, una présente en el ôrgano 
pineal y otra encargada de la sintesis de melatonina en el ojo, en dos especies de 
teleôsteos, el lucio (Coon y cols., 1999) y la trucha arcoiris (Benyassi y cols,. 2000; 
Mizusawa y cols., 2000). Se trata de proteinas distintas codificadas por genes distintos 
(Coon y cols., 1999; Shi y cols., 2004), con una expresiôn diferencial en pineal y retina (la 
AA-NAT 1 se expresa principalmente en la retina y la AA-NAT2 en la pineal), y mediante 
técnicas de RT-PCR se ha demostrado que la AA-NAT 1 de la retina no esta regulada por 
un reloj circadiano (Mizusawa y cols., 2000). Sin embargo, en otros teleôsteos, como el 
pez cebra, sôlo se ha encontrado una AA-NAT (Bégay y cols., 1998). Segün Falcôn y 
colaboradores (2003), la presencia de distintas AA-NATs y quizâ también de otras 
proteinas implicadas en la fototransducciôn, tendria claras ventajas para el desarrollo de 
las funciones paracrinas de la melatonina en la retina. Por lo que aün permanece abierta 
la interesante, aunque excepcional, cuestiôn de una ritmicidad de MEL invertida en 
ciertas especies de teleôsteos.
La producciôn ritmica diaria de MEL en la tenca muestra en condiciones naturales 
una marcada variaciôn estacional. La ritmicidad significativa que se observa en primavera 
y verano (tanto para la actividad AA-NAT como para la MEL producida) se pierde durante 
las estaciones de otorio e invierno. Un estudio estacional completo, como el presentado 
en esta Memoria no se ha realizado con anterioridad para la MEL ocular en peces, 
aunque si en otros ectotermos, como Rana perezi, donde el contenido ocular y también 
los niveles circulantes de MEL muestran una evoluciôn estacional muy similar a la 
encontrada en la tenca (Delgado y Vivien-Roels, 1989; Delgado y cols., 1993). En esta 
especie existe un ritmo diario significativo también en otorio, sin embargo en la tenca, a 
pesar de que los valores de actividad AA-NAT a mitad de la noche son significativamente 
superiores que la media de los valores diumos en otorio, el ritmo no es significativo. Esta 
diferencia podria deberse a las distintas fechas de muestreo en ambos estudios y las 
diferentes condiciones ambientales existentes, de hecho el ario en que se realizô el 
muestreo en la tenca el otorio fue muy frio, particularmente durante los dias précédantes 
a la toma de muestras (véanse las temperaturas en el apartado 2.9.1. de Materiales y 
Métodos). Esta estacionalidad en la producciôn ocular de MEL en la tenca se 
corresponde con resultados recientes en los que se demuestra que los receptores de 
MEL en la tenca también exhiben una marcada estacionalidad, con ritmos diarios 
significativos de su densidad en otorio/invierno, pero no en las estaciones de primavera o 
verano (Lôpez-Patirio, 2004). La inversiôn estacional entre los ritmos diarios de la 
indolamina y de sus receptores puede atribuirse o bien a fenômenos de desensibilizaciôn
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por el propio ligando endôgeno, como se ha sugerido para algunos mamiferos (Gauer y 
cols., 1993; Masson-Pévet y cols., 1993) y aves (Yuan y Pang, 1992), o bien a un control 
por osciladores circadianos de localizaciôn aün desconocida. Actualmente no 
disponemos de informaciôn suficiente en la tenca para defender alguna de estas 
posibilidades teôricas.
Cambios estacionales de MEL pineal y circulante se han investigado en varias 
especies de vertebrados ectotermos, encontrando en general ritmos de alta amplitud en 
verano y desapariciôn del ritmo diario durante el invierno (Pévet y cols., 1991). También 
en mamiferos fotoperiôdicos hibernantes se ha observado la desapariciôn del ritmo de 
melatonina durante el inviemo, periodo en el que la termogénesis se inactive y, por tanto, 
la temperatura corporal disminuye (Florent y cols., 1984; Darrow y cols., 1986); mientras 
que en mamiferos no hibernantes la situaciôn esta invertida, siendo elevada la 
producciôn de melatonina en invierno y reduciéndose drésticamente en verano y otono 
(lason y Eblin, 1989; Vivien-Roels y cols., 1992).
Los estudios estacionales realizados en los peces muestran una variabilidad de 
resultados importante dependiendo de las especies. Asi, en C. auratus, ciprinido como la 
tenca, la MEL plasmàtica muestra un ritmo estacional en el que la amplitud del màximo 
nocturne es mayor en junio y septiembre que en diciembre y marzo (ligo y Aida, 1995), 
resultados similares a los obtenidos en la tenca. En el grupo de los salmônidos hay varios 
estudios publicados, con resultados màs variables. En Oncorfiynchus tshawytscha no se 
observan cambios estacionales ni de la actividad HIOMT ni de MEL en la pineal, si bien 
los muestreos se realizaron durante el dia y en peces aciimatados a temperatura 
constante (Birks y Ewin, 1986). En la trucha ni la actividad AA-NAT ni la HIOMT alteran 
significativamente su perfil diario en peces capturados a mitad de inverno en comparaciôn 
con peces de mitad de verano, aunque la actividad AA-NAT fue superior en invierno que 
en verano (Morton y Forbes, 1988). En un estudio muy posterior realizado en esta misma 
especie en condiciones que simulan las variaciones estacionales naturales, el ritmo diario 
de MEL plasmàtica, con niveles elevados durante la fase oscura y basales durante la fase 
luminosa, se conserva independientemente de las condiciones ambientales, si bien la 
amplitud del ritmo en condiciones de verano es superior a la de otras estaciones 
simuladas (Masuda y cols., 2003). En otro salmônido (S. salai) los cambios estacionales 
de MEL circulante se asemejan màs a lo descrito en la tenca, con una correlaciôn clara 
entre la duraciôn diaria de MEL elevada y la duraciôn de la fase oscura, siendo en el 
verano cuando se observa una mayor amplitud del ritmo de MEL (Randall y cols., 1995). 
En el caso de la lubina los resultados publicados son màs complejos, ya que la MEL
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circulante sigue un patron estacional similar al de la tenca, con los niveles noctumos de 
MEL plasmàtica mas elevados en verano. Sin embargo, la MEL ocular présenta un 
màximo diurno en otorio e invierno, mientras que en verano y primavera no se observan 
variaciones diarias significativas (Garcfa-Allegue y cols., 2001), por lo que se ha sugerido 
que la MEL de origen ocular no contribuye de forma significativa a la MEL circulante en 
esta especie. Esta distinta respuesta estacional de la pineal y la retina corrobora la 
propuesta de una regulaciôn y funciôn diferenciales en ambos ôrganos para esta especie 
y otras prôximas. No obstante, en la actualidad no tenemos indicios que justifiquen esta 
diversidad de respuestas encontrada en especies filogenéticamente muy prôximas, en 
relaciôn con la sfntesis de MEL en dos componentes del sistema circadiano, la pineal y la 
retina.
Por tanto, en la tenca podemos afirmar que la MEL ocular funciona como una serial 
qufmica de la oscuridad que proporciona informaciôn no sôlo del momento del dfa sino 
también del momento del ario. Esta doble funciôn se logra gracias a que la producciôn de 
esta hormona sigue un ritmo diario que es sensible a los factores ambientales. De entre 
los factores ambientales que intervienen en la regulaciôn de la producciôn rftmica de MEL 
en los vertebrados, el fotoperiodo ha sido el màs investigado. La influencia del 
fotoperiodo en la regulaciôn de la sfntesis de MEL en los vertebrados està bien 
establecida, habiéndose demostrado en numerosos estudios una évidente correlaciôn 
positiva entre la duraciôn del incremento nocturno de los niveles de MEL y la duraciôn de 
la escotofase en todos los grupos de vertebrados (mamiferos: Bartness y Goldman, 1989; 
aves: Follet y cols., 1985; reptiles: Underwood y Calaban, 1987 y anfibios: Delgado y 
Vivien-Roels, 1989). En los peces, varios estudios confirman esta regulaciôn 
fotoperiôdica de la sfntesis pineal de MEL (C. auratus, Kezuka y cols., 1992; ligo y cols., 
1991, 1994b; ligo y Aida, 1995; 0. mykiss, Max y Menaker, 1992; S. sa/a c Randall y cols., 
1995; Halichoeres tenuispinnis, ligo y cols., 2003a), en todos los casos la duraciôn de la 
elevaciôn noctuma de MEL es mayor en fotoperiodos largos. En nuestro estudio 
estacional de producciôn ocular de MEL en la tenca no podemos confirmar una respuesta 
similar, ya que en las estaciones con los fotoperiodos màs cortos (otorio e invierno) la 
sfntesis rftmica de MEL se anula. La pequeria diferencia entre el numéro de horas de 
oscuridad en nuestros muestreos de primavera y verano no nos permite obtener 
conclusiones en relaciôn con una regulaciôn fotoperiôdica de la duraciôn de la producciôn 
nocturna de MEL. El efecto regulador del fotoperiodo se ejerce de forma independiente 
de la temperatura en algunos peces, como sucede en el carpfn, en el que el aumento 
noctumo dé MEL circulante està determinado exclusivamente por el ciclo diario 
luz/oscuridad, independientemente de la temperatura del agua (5, 15 o 25°C) (ligo y Aida,
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1995). Sin embargo, en otros teleôsteos como la lubina (Garcla-Allegue y cols., 2001) o la 
trucha arcoiris (Masuda y cols., 2003) la pineal transduce ambas informaciones 
ambientales, fotoperiodo y temperatura. En algunas especies de homeotermos también 
se produce esta regulaciôn dual por fotoperiodo y temperatura, siendo la amplitud del 
pico noctumo de melatonina circulante mayor en fotoperiodos més cortos (Vivien-Roels y 
cols., 1992; Miguez y cols., 1996; Vivien-Roels y cols., 1997; Falcôn y cols., 2003).
Segün Bartness y Goldman (1989), la fase, la amplitud y la duraciôn del ritmo de 
producciôn de MEL son variables potencialmente sujetas a modificaciones por factores 
ambientales. En el caso de la tenca, entre los paramètres que definen las funciones 
sinusoidales teôricas de los ritmos diarios de actividad AA-NAT y MEL, encontramos que 
la fase del ritmo apenas se modifica a lo largo del ario, sin embargo el nivel medio o 
mésor y la amplitud muestran notables cambios estacionales. El nivel medio del ritmo es 
une de los paramétrés que màs se modifica a lo largo de las estaciones en la retina de la 
tenca. El mésor del ritmo de actividad AA-NAT màs elevado se encontrô en inviemo 
(coincidiendo con una producciôn minima de MEL), mientras que el màs bajo se hallô en 
verano, cuando el ritmo de MEL muestra su mayor amplitud y su nivel medio màs 
elevado. Este resultado, aparentemente, puede parecer paradôjico, es decir, niveles 
diarios elevados de actividad AA-NAT durante el invierno no se corresponden con una 
producciôn alta de MEL. El mismo resultado se ha encontrado previamente en la retina 
de R. perezi (Delgado y cols., 1993), especie en la que la elevada sensibilidad térmica de 
la enzima AA-NAT ocular (Qio = 2-3) (Alonso-Gômez y cols., 1992) justifica la reducciôn 
de la actividad catalitica a bajas temperaturas, compensando de este modo el incremento 
en la cantidad de enzima inducido por el frio (Valenciano y cols., 1997). Es muy probable 
que en la tenca se produzca un fenômeno similar en el que los cambios estacionales de 
temperatura modulen la sensibilidad térmica de la enzima limitante de la ruta biosintética, 
lo que explican'a la baja producciôn ocular de MEL durante el invierno, aunque la 
actividad AA-NAT sea elevada. La influencia de la temperatura del agua sobre algunas de 
las actividades enzimàticas de la ruta de biosintesis de MEL también se ha investigado 
en la pineal de la trucha arcoiris y del lucio (Falcôn y cols., 1992).
Las diferencias estacionales en el nivel medio de AA-NAT probablemente se deban 
a modificaciones de la tasa de recambio de la enzima provocadas por la temperatura. En 
las estaciones frias dicha tasa se reduce, conduciendo a una acumulaciôn de la enzima, 
aunque con una actividad catalitica limitada. Ademàs, este enlentecimiento de la tasa de 
recambio explicaria la desapariciôn del ritmo diario de la enzima, ya que la mayor vida 
media de la misma amortiguaria el ritmo de expresiôn de la enzima, en otras palabras, las
231
V. DISCUSION
moléculas de enzima sintetizadas de novo durante la noche no desaparecerian durante la 
fotofase siguiente.
Ademas de la acciôn de la temperatura sobre la AA-NAT hay que considerar los 
efectos que este factor ambiental puede ejercer sobre otras actividades enzimàticas que 
participan en la ruta biosintética de MEL, como la TPH y la L-AAAD, que actuando en 
pasos sucesivos, son las que determinan la disponibilidad de serotonina, sustrato de la 
AA-NAT. Estas enzimas han sido muy poco estudiadas, pero no deberian ignorarse ya 
que se ha descrito para la AA-NAT ocular en la rana un fenômeno de inhibiciôn por 
sustrato dependiente de la temperatura (Alonso-Gômez y cols., 1993), que explica, al 
menos en parte, el incremento en la amplitud del ritmo de MEL, observado en muchas 
especies de poiquilotermos a elevadas temperaturas. Segùn este fenômeno, pequenos 
incrementos de la AA-NAT durante la escotofase provocan grandes aumentos en la 
capacidad sintética de melatonina en condiciones de elevada temperatura. A temperatura 
baja, propia del invierno, la inhibiciôn por sustrato desaparece y, por lo tanto, también la 
capacidad de amplificaciôn. Las variaciones estacionales descritas en el contenido de 
serotonina en la pineal de Testudo hermanni (Vivien-Roels y cols., 1979) y en el 
hipotàlamo de Heteropneustes fossilis (Senthiikumara y Joy, 1993) apoyan esta hipôtesis 
de la implicaciôn de la serotonina en la regulaciôn de la sintesis estacional de melatonina.
Las amplitudes de los ritmos de AA-NAT y MEL en la retina de la tenca varian 
notablemente a lo largo del ciclo estacional, registràndose los valores màs altos en 
primavera-verano y verano, respectivamente, y los màs bajos en otorio e inviemo. A partir 
de estos resultados, podemos sugerir que en la tenca la temperatura ambiental 
desemperia un papel fundamental en la regulaciôn de la amplitud del ritmo estacional de 
melatonina ocular. Sin embargo, es obvio que a lo largo del ario los factores ambientales 
varian conjuntamente haciendo dificil discriminar si las variaciones estacionales 
observadas se deben al efecto de un ûnico factor ambiental o por el contrario son el 
resultado de la acciôn combinada de varios de estos factores, por lo que para poder 
establecer la influencia de los diversos factores por separado se necesitan diserios 
expérimentales con condiciones controladas en laboratorio donde cambiar ünicamente 
uno de estos factores. Nuestros resultados obtenidos con tencas aciimatadas a 
condiciones controladas de laboratorio (12L:12D y dos temperaturas 25 y 5°C) corroboran 
lo observado en el estudio estacional. A 25°C observamos un marcado incremento tanto 
de la actividad AA-NAT como del contenido ocular de MEL durante la fase oscura del 
ciclo luz/oscuridad. Sin embargo, a temperatura baja ni la AA-NAT ni la MEL ocular
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muestran diferencias dia/noche. Por tanto, podemos concluir que en la tenca la amplitud 
de ambos ritmos esta bajo el control de la temperatura ambiental.
La influencia de la temperatura del agua en la MEL circulante o en la MEL pineal se 
ha investigado en varias especies de poiquilotermos con diserios expérimentales de 
aciimataciôn en el laboratorio a condiciones concretas de fotoperiodo y temperatura, y en 
muchos casos se ha encontrado que la temperatura ambiental interviene en el control de 
la producciôn de la indolamina, existiendo una clara correlaciôn entre temperatura 
ambiental y amplitud del pico noctumo de melatonina ocular (Gem y cols., 1983; 
Vivien-Roels y cols., 1988; Delgado y cols., 1993; Valenciano y cols., 1994). Esta 
coincidencia de resultados en especies pertenecientes a todas las clases de vertebrados 
poiquilotermos indica un alto grado de conservaciôn filogenética de la regulaciôn térmica 
de la sintesis de melatonina en estos vertebrados. En los peces hay varios estudios 
dedicados a este aspecto de la regulaciôn térmica de la producciôn de MEL. Asi, tanto en 
experimentos in vivo como en cultives de pineales, la amplitud del incremento noctumo 
de sintesis de MEL es mayor a temperaturas altas que a bajas, despareciendo el ritmo 
diario de MEL a temperatura baja (O. mykiss, Max y Menaker, 1992; C. commersoni, 
Zachmann y cols., 1992a,c; Petromyzon marinus, Bolliet y cols., 1993; E. lucius, Falcôn y 
cols., 1994; C. auratus, ligo y Aida, 1995; D. labrax, Garcia-Allegue y cols., 2001; 
Lampetra japonica, Samejima y cols., 2002). Nuestros resultados, acordes con esta 
regulaciôn térmica de la sintesis de MEL en la pineal, amplian esta relaciôn a la retina de 
la tenca. No obstante, en otros teleôsteos, como la trucha arcoiris (Masuda y cols., 2003) 
y la lubina (Garcia-Allegue y cols., 2001) en el control de la amplitud nocturna de la 
producciôn de MEL pineal interviene una combinaciôn de fotoperiodo y temperatura del 
agua. Esta regulaciôn dual por fotoperiodo y temperatura de la sintesis de MEL podria 
tener un caracter adaptative importante para ajustar numerosas funciones estacionales 
con el ambiente, ya que en dos momentos muy distintos del ciclo estacional (en los 
solsticios y los equinocios) los animales estàn expuestos a fotoperiodos similares pero las 
temperaturas pueden ser muy diferentes (Delgado y cols., 1993).
En nuestro experimento de aciimataciôn térmica encontramos que la exposiciôn 
durante 3 semanas a temperatura baja (5 °C) es suficiente para anular la ritmicidad diaria 
de AA-NAT y de MEL, pero no parece ser un tiempo lo suficientemente largo como para 
incrementar significativamente la actividad AA-NAT nocturna. Este estudio se realizô en 
el mes de junio y pensamos que la historia térmica previa de las tencas marca el ritmo 
estacional de producciôn de MEL de forma lo suficientemente robusta como para que con 
una exposiciôn de 3 semanas se detecte una anulaciôn del ritmo pero no se logre un
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incremento significativo de la actividad enzimética, similar al observado en condiciones 
naturales durante el invierno. Un lento recambio de la actividad enzimética a bajas 
temperaturas corrobora esta posible explicaciôn.
Si tenemos en cuenta que los organismos estan expuestos en la naturaleza tanto a 
ciclos fotoperiôdicos como termoperiôdicos, una cuestiôn interesante, pero menos 
estudiada, es si los ciclos de temperatura pueden sincronizar el ritmo de producciôn de 
MEL y encarrilar el reloj. En algunos poiquilotermos, fotoperiodo y termoperiodo, parecen 
interactuar en la determinaciôn de la amplitud y la duraciôn del ritmo de MEL (Zachmann 
y cols., 1992a,c; Falcôn y cols., 1994; Valenciano y cols., 1997). En la pineal del lucio en 
cultivo los ciclos de temperatura superpuestos a los fotociclos aumentan la amplitud del 
ritmo cuando la criofase coincide con la escotofase, y reducen la amplitud en la situaciôn 
contraria (coincidencia de criofase y fotofase, Falcôn y cols., 1994). Sin embargo lo 
contrario sucede en la pineal de C. commersoni (Zachman y cols., 1992c) y en la retina 
de Rana perezi (Valenciano y cols., 1997). Por tanto, los efectos de los termociclos 
parecen ser complejos y variables dependiendo de las especies.
Teniendo en cuenta el caràcter fotorreceptor tanto de las células del ôrgano pineal 
de peces y anfibios, como de los propios fotorreceptores retinianos, résulta sencillo 
entender la fototransducciôn ambiental realizada por ambos ôrganos en estos 
vertebrados, y la expresiôn de la sintesis de MEL como serial de oscuridad para estos 
animales. Incluse, en ciertas especies se ha propuesto que las células fotorreceptoras de 
la pineal contienen los osciladores celulares del reloj circadiano (lucio, Bolliet y cols., 
1997). Sin embargo &qué elementos celulares en la pineal o la retina son los encargados 
de la transducciôn de la temperatura ambiental? En la actualidad es una cuestiôn para la 
que aün no tenemos respuesta, pero se ha sugerido la participaciôn de proteinas de 
choque térmico que pueden estar involucradas en el mecanismo de compensaciôn 
térmica o en la propia transducciôn de los cambios de temperatura (Barrett y Takahashi,
1995). Estudios recientes de nuestro equipo de investigaciôn han demostrado que esta 
influencia de la temperatura en la transducciôn de la serial de la MEL se establece 
también a nivel de los receptores de la hormona en distintos tejidos diana. De hecho, la 
uniôn de la melatonina a sus receptores en el techo ôptico y la retina de la tenca 
(Lôpez-Patirio, 2004) y de R. perezi (Isorna y cols., 2004) muestra una elevada 
termosensibilidad, evaluada tanto en curvas de saturaciôn por el ligando 2-iodoMEL, 
como en sus cinéticas de asociaciôn y disociaciôn.
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4.2. CARACTER ENDOGENO DE LA SINTESIS RITMICA DE MELATONINA Y DE LA 
ACTIVIDAD AA-NAT.
Una cuestiôn que despierta mucho interés en relaciôn con la producciôn de MEL es 
si se trata de un ritmo endôgeno, o por el contrario està regulado por condiciones 
ambientales, existiendo en la bibliografia numerosos trabajos que investigan dicho 
caràcter endôgeno en la pineal de vertebrados, pero un numéro muy reducido en la 
retina. Nosotros hemos abordado el estudio de esta cuestiôn en la retina de la tenca 
mediante una aproximaciôn in vivo, encontrando que el ritmo diario del contenido ocular 
de MEL y de actividad AA-NAT, que se observa en ciclos L:D, se pierde en condiciones 
de curso libre, por lo que, en principio, descartamos la existencia de una ritmicidad 
circadiana endôgena en la retina de esta especie.
En la mayoria de los vertebrados no mamiferos estudiados, el ôrgano pineal 
contiene el sistema circadiano completo de producciôn de MEL, es decir el elemento 
fotorreceptor, el oscilador circadiano y las enzimas necesarias para la sintesis de MEL 
(Pickard ÿ Tang, 1994; Falcôn y cols., 1992; Murakami y cols., 1994; Cahill, 1996; Bolliet 
y cols., 1997). El ritmo de MEL ocular, en general en los mamiferos, no es endôgeno, 
sino que està controlado por el ciclo luz/oscuridad (Tosini, 2000). Por el contrario, en los 
vertebrados no mamiferos investigados existe un sistema autosostenido similar al de la 
pineal (Zawilska e luvone, 1992; Cahill, y Besharse, 1993, 1995; Cahill, 1996), siendo 
numerosos los trabajos realizados en la retina de polio (Bernard y cols., 1997, 1999; 
Chong y cols., 2000; Haque y cols., 2002; Ivanova e luvone, 2003) y de Xenopus 
(Besharse e luvone, 1983; Cahill y Besharse, 1993).
En los peces también tenemos que distinguir entre el ritmo de MEL en el tejido 
ocular y en la pineal. En la pineal de los peces podemos encontrar las dos opciones, 
especies en las que el ritmo de MEL està controlado por relojes circadianos y persiste en 
condiciones de oscuridad constante, con niveles elevados durante la noche subjetiva y 
bajos durante el dia subjetivo, como el carpin (Kezuka y cols., 1989, ligo y cols., 1991), 
lucio (Falcôn y cols., 1987; Bégay y cols., 1998), pez cebra (Cahill, 1996), Poeciiia velifera 
(Okimoto y Stetson, 1999), Lampetra japonica (Samejima y cols., 1997, 2002) y 
Plecoglossus altivelis (ligo y cols., 2004); y especies de peces en las que el ritmo de MEL 
pineal no es endôgeno, sino que està regulado por factores ambientales, y se anula al 
exponer a la pineal a condiciones de oscuridad constante, como sucede en el pez gato 
(Zachmann y cols., 1992a, Bolliet y cols., 1995) y varios salmônidos (S. trutta, Max y 
Menaker, 1992; O. mykiss, Gem y Greenhouse, 1988; Mizusawa y cols., 2000; Masuda y 
cols., 2003; O. masou ligo y cols, 1997b). Curiosamente el ayu {Plecoglosus altivelis)
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parece una excepciôn entre los salmoniformes, ya que contiene un reloj intrapineal que 
régula la producciôn ritmica de MEL (ligo y cols., 2003b), si bien aun siendo del orden 
Salmoniformes no es de la misma familia (Fam. Osmeridae frente a la Salmonidae).
No obstante, en alguna especie existen resultados aparentemente contradictorios, 
como sucede en la pineal de la lubina, que muestra ritmicidad endôgena en cultivo pero 
no in vivo (ligo y cols., 1997c). O el caso del lucio, cuya pineal en cultivo conserva la 
producciôn ritmica de MEL en DD si la temperatura es superior a 19 ®C, pero a 
temperaturas inferiores a 15 °C el oscilador se anula (Bolliet y cols., 1994). Ademàs, en la 
mayoria de las especies analizadas, aün mostrando una ritmicidad endôgena que se 
conserva durante varios dias en condiciones DD, el ritmo de MEL desaparece en 
condiciones de exposiciôn a luz constante. Este resultado no contradice la existencia de 
oscilador sino que màs bien se justifica por el bien conocido efecto inhibitorio de la luz 
sobre la sintesis de MEL, tanto en células fotorreceptoras como en pinealocitos. En la 
tenca no se ha investigado si el ritmo de MEL pineal es endôgeno, si bien uno de los 
objetivos inmediatos de nuestro equipo es estudiar la posible existencia de relojes 
biolôgicos en ciertas regiones encefàlicas de la tenca, ya que algunos estudios apuntan a 
otras regiones encefàlicas distintas de la pineal como lugares de localizaciôn de relojes 
biolôgicos en los peces. Por ejemplo, el techo ôptico parece alojar el reloj endôgeno en 
O. mykiss (Mazurais y cols., 2000).
A pesar de que la retina es un elemento fundamental del sistema circadiano en los 
vertebrados, su estudio ha sido, en general, relegado frente al esfuerzo dirigido al 
conocimiento de la funcionalidad del ôrgano pineal, existiendo mucha menos informaciôn 
sobre el sistema generador de MEL en el ojo. En los peces, concretamente, la ritmicidad 
endôgena de la producciôn ocular de MEL se ha investigado en muy pocas especies, y 
principalmente a través de los ritmos diarios de actividad AA-NAT. El contenido ocular de 
MEL en Halichoeres tenuispinnis sigue un ritmo diario que se mantiene en condiciones de 
iluminaciôn constante (ligo y cols., 2003a), pero no sucede asi en otras especies. Por 
ejemplo en el lucio, aunque los ritmos del ARNm de la AA-NAT ocular parecen persistir 
independientemente del ciclo de luz ambiental, no sucede asi para los ritmos de actividad 
AA-NAT (Mizusawa y cols., 2000; Falcôn y cols., 2003). En el pez cebra no se ha podido 
demostrar la existencia de oscilador en la retina, a diferencia de lo que sucede en la 
pineal (Cahill, 1996), lo que llevô a los autores a cuestionarse si las condiciones del 
cultivo de la retina no eran suficientemente adecuadas para poder observer la producciôn 
ritmica de MEL después de varios dias de cultivo. En nuestro estudio, que utiliza una 
aproximaciôn in vivo, esta posible limitaciôn metodolôgica no existe, y los resultados
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sugieren que el ritmo de MEL ocular no es endôgeno. Por lo que en principio, parece que 
el ritmo endôgeno de sintesis de MEL en la retina se ha perdido, incluse en especies que 
si lo conservan para la pineal, poniendo de manifiesto diferencias marcadas entre el 
funcionamiento del sistema productor de MEL en la pineal y en la retina.
Una de las explicaciones mas sencillas a esta pérdida del oscilador y apoyada en 
pruebas recientes obtenidas en experimentos realizados con mutaciones de genes reloj 
ha sido sugerida por Falcôn (1999), quien propone que la ausencia de oscilador puede 
deberse a una simple mutaciôn que provoque su pérdida. En especies como D. rerio, que 
si tiene oscilador en pineal pero no en retina, se supone que la mutaciôn debe haberse 
producido en algün punto que afecte sôlo al oscilador de la retina, pero en especies como
O. mykiss, que no lo tiene ni en pineal ni en retina, si la hipôtesis es cierta, la mutaciôn 
deberia haber alterado algün gen que esté afectando a ambos ôrganos productores de la 
indolamina.
Por ültimo, queremos exponer otra hipôtesis que explicaria el por qué algunas 
especies conservan la ritmicidad de la melatonina en condiciones constantes y otras no. 
Hay que tener en cuenta que tanto la pineal como la retina son ôrganos pluricelulares y, 
por lo tanto, tienen una estructura de multioscilador. Partiendo de esta premisa, la 
diferencia entre las especies no se deberia a la presencia o ausencia de un reloj, sino a la 
capacidad de acoplamiento entre las distintas células que forman el ôrgano. En las 
especies que muestran un claro ritmo endôgeno, el acoplamiento intercelular estaria muy 
desarrollado, por lo tanto, todas las células oscilarian al unisono durante largos periodos 
de tiempo en condiciones constantes. En cambio, en otras especies, aunque cada célula 
individual se siga comportando como un oscilador, sino estan fuertemente acopladas 
entre si, en el momento en el que se establecen las condiciones constantes, cada célula 
oscilaria con un ritmo propio produciéndose desfases entre ellas. En este sistema 
desacoplado, el paramétré ritmico analizado (MEL, por ejemplo) representaria la media 
de todas las células individuales y, por lo tanto, no se manifestaria el caracter ritmico. El 
apoyo experimental de esta hipôtesis se basa en la observaciôn de que en muchos 
sistemas oscilatorios en condiciones constantes, la ritmicidad sôlo se mantiene durante 
los primeros ciclos, perdiéndose progresivamente el ritmo, pero estos sistemas recuperan 
la ritmicidad si son sometidos a un estimulo encarrilador como puede ser un puiso de luz 
(ligo y cols., 1991, 2003b, 2004). Ademas, el acoplamiento de los distintos osciladores 
puede depender de mültiples factores endôgenos o exôgenos, por ejemplo, la 
temperatura puede afectar a este acoplamiento, lo que explicaria los resultados obtenidos 
en la pineal del lucio por Bolliet y colaboradores (1994). Por tanto, la prueba experimental
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definitiva para poder excluir la existencia de un oscilador endôgeno en una especie en 
concrete, deberia hacerse a nivel unicelular. Desafortunadamente, este abordaje 
experimental résulta muy complejo en la mayoria de los casos, y sôlo en algunos 
sistemas como las neuronas del NSQ de mamiferos se han logrado aislar y demostrar la 
presencia de un ritmo endôgeno (Nakamura y cols., 2001).
Por tanto, podriamos concluir que una ritmicidad endôgena de la MEL puede no ser 
un fenômeno universal en los vertebrados, sino que es muy variable si comparâmes la 
pineal y la retina, y tampoco podemos trazar en la actualidad lineas générales para 
grupos de vertebrados concretos. Por ejemplo en las aves, la presencia de osciladores 
intraoculares parece estar muy extendida, sin embargo en los anfibios se dan las dos 
opciones, existencia de reloj en Xenopus (Besharse e luvone, 1983; Cahill y Besharse, 
1993) y ausencia en Rana, tanto en estudios in vivo (Wiechmann, 1986) como in vitro 
(Isoma, 1999); y en los peces tenemos una situaciôn similar a la de los anfibios. Entre las 
posibles hipôtesis que se pueden plantear, nuestro equipo ha sido tradicionalmente 
favorable a sugerir posibles relaciones entre la latitud del habitat que ocupa una especie y 
su necesidad de ritmos endôgenos. Asi, en especies de latitudes tropicales, donde los 
cambios estacionales de factores ambientales, como la luz y la temperatura son muy 
leves, un reloj endôgeno tiene gran utilidad, pero no séria asi en animales de climas 
templados o àrticos (expuestos a fotoperiodos naturales que exhiben variaciones 
periôdicas fijas) en los que una variaciôn estacional en la producciôn de MEL regulada 
por dichos cambios ambientales séria muy util como serial endocrine que codifica la 
informaciôn ambiental para regular mültiples funciones estacionales. Por ejemplo, 
Xenopus laevis es un anfibio de origen tropical y Rana pipiens y R. perezi habitan en 
zonas templadas. En el caso de los peces, los salmônidos generalmente ocupan zonas 
mas septentrionales del planeta. También se ha sugerido para dprinidos, que el distinto 
nicho ecolôgico puede influir; por ejemplo Zacco platypus no posee ritmo endôgeno, pero 
Tribolofon hakonenss si, aunque ambos habitan la misma zona geogrâfica pero distintos 
nichos (ligo y cols., 1997b).
En la actualidad ignorâmes cuales pueden haber sido los factores principales que 
han dirigido la evoluciôn de las diferencias existentes en el sistema que genera el ritmo 
de MEL en la pineal y en la retina. Una de las explicaciones mas inmediatas es la 
diferente funcionalidad desemperiada por la MEL procédante de ambos ôrganos. En el 
caso de la pineal la MEL se sintetiza y libera a la circulaciôn, donde constituye una serial 
endocrina del ciclo luz/oscuridad, y a pesar de una cierta plasticidad, esta serial parece 
estar muy bien conservada a lo largo de la filogenia. Sin embargo, en la retina no esté tan
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claro, pues en ciertas especies la MEL ocular mantiene ünicamente una funciôn local, 
intraocular, sin pasar a la circulaciôn general, y sin embargo en otras contribuye de forma 
importante a la MEL plasmàtica.
Una de las cuestiones que aün permanecen sin resolver es dônde se sitüa los 
marcapasos que conducen el ritmo de MEL ocular en las especies que lo poseen. Se 
tienen datos que serialan a los fotorreceptores como los elementos celulares que 
contienen la maquinaria compléta para que el reloj funcione. En el lucio (Bolliet y cols., 
1997) en una preparaciôn celular mediante gradientes de Percoll demuestra que son los 
fotorreceptores de la pineal del lucio, aislados de otros tipos celulares los que contienen 
el reloj circadiano, la capacidad fotorreceptora y la secreciôn circadiana de MEL.
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1. Los paramètres hematolôgicos relacionados con ambas series celulares, roja y blanca, 
en el teieôsteo T. tinca, muestran osciiaciones diarias cuyo perfil y amplitud varian 
dependiendo de las estaciones. Esta variabilidad diaria y anual de les paramètres 
sanguinees, ya sea dependiente de les facteres ambientaies, e debida a la existencia 
de un escilader endogene, debe tenerse en cuenta al utilizar valeres hematelôgices de 
referenda ceme indicaderes del estade fisielôgice en les peces.
2. El mayor numéro de globules rojes y blances en verane respecte a etras estaciones 
puede estar relacienade con la mener dispenibilidad de exigene y la mener calidad del 
agua, respectivamente, en esta épeca del ane. Per tante, cambies en la hematelegia 
de la tenca pueden utilizarse ceme indicatives utiles en la deteccién de alteracienes de 
erigen natural e artificial en su medio acuâtico natural, cen una petencial aplicacion en 
el cultive de esta especie.
3. Las réservas energéticas en la tenca experimentan marcades cambies anuales 
prebablemente relacionados con el cicle reproducter y el patron estacienal de 
alimentaciôn Las réservas hepâticas en la tenca, tante preteicas ceme glucidicas son 
utilizadas principalmente para satisfacer las elevadas demandas energéticas que 
cenlleva el desarrelle genadal estacienal, estande estimuladas en las estaciones 
previas a la freza. El période de ayune invernal que expérimenta la tenca en 
cendicienes naturales impene notables adaptacienes metabolicas dirigidas a cubrir les 
requerimientes energétices durante el invierne. La tenca utiliza el higade y el mùscule 
dorsal ceme importantes organes de réserva de glucôgene y el mùscule ventral corne 
principal lugar de almacén estacienal.
4. Las cerrelacienes encentradas entre distintes paramétrés analizades en este estudie 
nos permiten sugerir diferentes funciones del NPY en las des lecalizacienes 
encefalicas investigadas, el hipetàlame y el telencéfalo. La cerrelacion entre las 
variacienes estacienales del centenide de NPY hipetalamice y la ingesta, asi ceme su 
ritmicidad diaria apuntan a una participaciôn del neuropeptide en la regulacion 
estacienal del apetite en la tenca. Sin embargo, el NPY telencefâlice parece estar 
implicade en etras funciones ne relacienadas cen preceses ciclices diaries.
5. La ghrelina en la tenca muestra un ritme diario significative en junie, cen valeres 
nocturnes superieres a les diurnes. Se descenece el pesible significade funcienal de 
este ritme, pere pedna estar relacienade cen la actividad alimentaria necturna de esta 
especie. Per etre lade, les elevades niveles circulantes de ghrelina encentrades tras la 
freza faverecerian, al menes en parte a través de una pesible estimulaciôn de la
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Ingesta, una ganancia de peso corporal y la concomitante recuperaciôn de las réservas 
energéticas.
6. El marcado dimorfismo sexual mostrado por la leptina en sus interacciones con otros 
reguladores de la ingesta, asi como con distintos paramètres cerperales de la tenca, 
pedna revelar una distinta funcienalidad en machos y hembras de esta especie. El 
fuerte descense de la leptina circulante en primavera fadlitaria el inicie de la 
recuperaciôn de las réservas energéticas, al desaparecer el pesible efecte inhibiterie 
ejercide per esta hermena sobre la ingesta y el peso corporal. Este descense, ademés, 
puede ser una respuesta al ayune experimentado per les peces durante les meses 
fries precedentes. Les elevades niveles de leptina encentrades en la tenca en etehe e 
invierne pedrian estar premeviende la mevilizaciôn de las réservas lipidicas necesarias 
para la sintesis de estereides sexuales y la vitelegénesis.
7. Las variacienes estacienales del centenide meneaminérgice hipetalamice en la tenca 
cerreberan estudies previes en les que se pene de manifieste su implicacion funcienal 
en la regulacion del apetite en esta especie. La baja actividad depaminérgica en 
primavera, tras un période de ayune prelongade, puede ser interpretada ceme 
reduccion de una serial anerética, permitiende un incremente importante de la ingesta 
dirigida a la recuperaciôn de las réservas energéticas que se han agetade durante el 
invierne. La NA, al igual que la ghrelina, présenta medificacienes estacienales 
encaminadas a la recuperaciôn de las réservas energéticas agetadas tras el deseve, 
pesiblemente gracias a su papel ceme agente erexigénice. Ademâs, cabe plantear una 
pesible relaciôn entre el centenide hipetalamice de meneaminas y el cicle reproducter 
de la tenca.
8. La retina es un cempenente importante del sistema circadiane en la tenca, preduciende 
melatenina cen una marcada ritmicidad diaria y estacienal. La temperatura ambiental, 
al igual que sucede en etres peiquiletermes, es un factor clave regulader de la amplitud 
del ritme diarie de melatenina. La retina de la tenca ne parece peseer un escilader 
endôgene que régulé el ritme de MEL ocular, sine que la sintesis de la indelamina 
dependeria exclusivamente de la infermaciôn ambiental. En definitiva, la melatenina 
ocular en la tenca puede actuar ceme una serial sincrenizadera interviniende en la 
regulaciôn de distintas funciones fisiolôgicas que muestran una ritmicidad diaria y/e 
estacienal.
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Ahora, en el no confuse de las cosas 
que pasan etemamente, 
veo mi existencia como algo que ha sido, 
y que ha llegado a su devenir,
Ahora, la soledad no me entristece,
ni me asustan los murmullos misteriosos del campo,
ni el graznido de la comeja.
Y ast sigo, con la chaqueta al homhro, 
por este camino que yo no he elegido, 
cantando, silhando, tarareando.
Y cuando el destine quiera interrumpirlo, 
que lo intemimpa,
Yo, aunque pudiera protestar, no protestaria.
